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Introducción: La leucemia mielógena crónica es una enfermedad clonal 
mieloproliferativa resultado de la transformación neoplásica de las células 
hematopoyéticas pluripotenciales, constituye alrededor del 20% de todas las 
leucemias que padecen los adultos, la edad promedio de su aparición es alrededor 
de los 53 años. La enfermedad presenta una evolución trifásica: constituida por la 
fase crónica, caracterizada por la acumulación de células del linaje granulocítico, 
evolucionando posteriormente a la fase acelerada y crisis blástica, en la cual las 
células leucémicas pierden la capacidad de diferenciación por lo que se ha 
propuesto como estrategia terapéutica la inducción de la diferenciación terminal de 
las células leucémicas blásticas hacia un linaje específico (monocítico, 
granulocítico, eritrocítico) evitando de esta manera las altas tasas de proliferación. 
El principal objetivo de este estudio fue demostrar el potencial del 
IMMUNEPOTENT CRP en la inducción de muerte y diferenciación celular en la 
línea de leucemia mielogénica crónica K562.  
 
Métodos: Las líneas celulares K562 y MOLT-3 así como monocitos humanos y 
macrófagos peritoneales murinos fueron tratadas con IMMUNEPOTENT CRP, 
PMA y DMSO durante 96 horas, posteriormente la viabilidad, proliferación y ciclo 
celular fueron evaluados. Para determinar el linaje hacia el cual se dirigiría la 
diferenciación celular se realizó la tinción de Romanowsky para observar los 
cambios morfológicos tras los tratamientos se analizaron los porcentajes de 
expresión de los marcadores de superficie CD14+, CD68+, CD163+, CD42a+ así 
como la actividad fagocítica, evaluación de la producción de óxido nítrico por 
ensayo colorimétrico, citocinas (IL-1, IL-6, IL-8 y TNF-) y quimiocinas 
(CCL2/MCP-1, CCL5/RANTES y CXCL8/IL-8) en sobrenadantes celulares fueron 





Resultados: Los resultados obtenidos demuestran que el tratamiento con el 
IMMUNEPOTENT CRP a 1 U/mL, incrementa el  porcentaje de muerte celular en 
las líneas K562 y MOLT-3 alrededor del 97%, sin afectar la viabilidad de los 
monocitos humanos y macrófagos peritoneales murinos permaneciendo alrededor 
de 75% y 80%, respectivamente, mientras que los tratamientos con 
IMMUNEPOTENT CRP en un rango de 0.07 – 0.35 U/mL, inducen diferenciación 
celular en la línea K562 hacia el linaje monocítico/macrófago con fenotipo M2, y en 
un porcentaje bajo hacia el linaje megacariocítico, incrementando la fase S del 
ciclo celular e induciendo un aumento en la actividad fagocítica, está última de 
manera similar al tratamiento con el PMA. La producción de óxido nítrico fue 
disminuida con el tratamiento con el IMMUNEPOTENT CRP, mientras que la 
producción de citocinas y quimiocinas mostraron alteraciones similares al 
tratamiento con PMA. 
 
Conclusiones: Los resultados obtenidos indican que el IMMUNEPOTENT CRP 
posee efecto anti-leucémico mediante la inducción de la diferenciación celular 
hacia los linajes monocítico/macrófago y megacariocítico inhibiendo la 
proliferación celular, sugiriendo que podría ser un candidato efectivo en el 



















Background: Chronic myelogenous leukemia is a clonal myeloproliferative 
disease result of neoplastic transformation of hematopoietic stem cells constitutes 
about 20% of all adults suffering from leukemia, the average age of onset is around 
53 years. The disease has a three-phase evolution constituted by chronic phase, 
characterized by the accumulation of cells of granulocytic lineage, later evolving to 
accelerated phase and blast crisis, in which the leukemic cells lose the 
differentiation capacity so has been proposed as a therapeutic strategy inducing 
terminal differentiation of leukemic blast cells into a specific lineage (monocytic, 
granulocytic, erythrocytic) thereby preventing the high proliferation rates. The main 
objective of this study was to demonstrate the potential of IMMUNEPOTENT CRP 
in inducing cell death and differentiation in the line of K562 chronic myelogenous 
leukemia. 
 
Methods: The cell lines K562 and MOLT-3 and human monocytes and murine 
peritoneal macrophages were treated with IMMUNEPOTENT CRP, PMA and 
DMSO for 96 hours, then the viability, proliferation and cell cycle were evaluated. 
To determine the lineage to which led to the cell differentiation Romanowsky 
staining was performed to observe the morphological changes after the treatments 
and the expression of the surface markers CD14+, CD68+, CD163+, CD42a+ as well 
as the phagocytic activity, assessing the production of nitric oxide by colorimetric 
assay, cytokines (IL-1β, IL-6, IL-8 and TNFα) and chemokines (CCL2/MCP-1, 
CCL5/RANTES and CXCL8 /IL-8) in cell supernatants were assessed by flow 
cytometry. 
 
Results: The results obtained show that high doses of IMMUNEPOTENT CRP 
increased the cell death on K562 and MOLT-3 lines about 97%, without affecting 
the viability of human monocytes and murine peritoneal macrophages remained 
around 75% and 80%, respectively, low doses of IMMUNEPOTENT CRP induce 
differentiation in K562 cell line to the monocyte/macrophage lineage with M2 
 xv
phenotype, and weakly to the megakaryocyte lineage, the S phase increased with 
IMMUNEPOTENT CRP and also, the phagocytic activity was similar to treatment 
with the PMA. The nitric oxide production was decreased with treatment with 
IMMUNEPOTENT CRP and cytokines and chemokines production showed similar 
alterations to treatment with PMA on a minor scale. 
 
Conclusions: Our study demonstrates that IMMUNEPOTENT CRP exhibits an 
antileukemia effect by inhibit the K562 cell proliferation and induces the 
differentiation toward the monocyte/macrophage and megakariocytic lineages 
























Las células leucémicas pierden la capacidad de diferenciación por lo que proliferan 
rápidamente, a pesar de que los recuentos de glóbulos blancos son altos en estos 
pacientes, las funciones inmunológicas son deficientes. Por lo que se ha 
investigado el efecto de diversos agentes que induzcan la diferenciación en las 
células leucémicas conduciendo a un arresto en el ciclo celular, evitando las altas 
tasas de proliferación, es conocido que los quimioterapéuticos conducen a la 
generación de efectos secundarios y resistencia después de un periodo 
prolongado de administración, afectando la calidad de vida de los pacientes que 
cursan la enfermedad; estudios han demostrado que extractos de plantas con 
potente actividad antioxidante como Rosmarinus officinalis y Curcuma longa 
potencian la diferenciación in vitro inducida con 1,25 dihidroxivitamina D  (VD3) e 
in vivo incrementando la sobrevida en modelos de leucemia murina (Gocek y 
Marcinkowska, 2011), por lo que en la actualidad no solo se requiere de agentes 
que induzcan citotoxicidad en las células tumorales, hoy en día es prometedor el 
uso de agentes que induzcan la diferenciación de las células leucémicas, 
potenciando la erradicación tumoral. El IMMUNEPOTENT CRP es una sustancia 
de bajo peso molecular (<12kDa) extraída de bazos de bovinos, y se ha 
observado que ejerce efectos moduladores sobre el sistema inmunológico, 
principalmente en la patología del cáncer (Franco-Molina et al., 2010) por lo que el 
objetivo de este estudio fue investigar su desempeño en el área de diferenciación 
celular ya que es un campo atractivo para el desarrollo de estrategias 
terapéuticas, generando células diferenciadas funcionales que desempeñen una 













Diariamente se producen más de un millón de células maduras por segundo en el 
adulto humano, mediante el proceso conocido como hematopoyesis encargado de 
la formación, desarrollo, diferenciación y maduración de los elementos de la 
sangre (Figura 1), donde inicialmente las células madre hematopoyéticas 
pluripotenciales (HSC del inglés ‘‘ Haematopoietic stem cells“) identificadas por Till 
y McCulloch en 1961; que residen en la médula ósea tienen la capacidad bajo 
condiciones apropiadas de dar origen a todos los tipos de células sanguíneas 
maduras las cuales forman parte fundamental de la homeostasis celular del 
organismo (Seita y Weissman, 2010), evitando el desarrollo de enfermedades, tal 
es el caso de los eritrocitos o glóbulos rojos; que tienen la función del transporte 
de oxígeno hacia todo el organismo; las plaquetas, cuya función consiste en el 
control de la hemorragia, y  los leucocitos o glóbulos blancos, implicados en la 
respuesta celular inmunológica del huésped.   
Figura 1.  Producción de células sanguíneas a partir de la médula ósea: 
hematopoyesis. 
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2.2 Sistema hematopoyético 
 
 
El sistema hematopoyético se divide en base al grado de madurez de las células 
que lo conforman y a los distintos linajes celulares que origina. De acuerdo al 
grado de maduración celular, se han identificado cuatro compartimientos: 1) 
células madre hematopoyéticas pluripotenciales (HSC), 2) progenitores 
multipotentes (MPP), 3) progenitores oligopotentes y 4) células maduras efectoras. 
Las células madre hematopoyéticas pluripotenciales (HSC), que corresponden al 
0.01 – 0.2% del total de las células presentes en la médula ósea, poseen dos 
características funcionales que las distinguen: son capaces de auto-renovarse; es 
decir, al dividirse por lo menos una de las dos células hijas conserva las 
propiedades de la célula madre, manteniéndose en un estado indiferenciado; por 
lo que el fondo común de las células progenitoras no se agota, debido a esta 
propiedad las HSC poseen la capacidad de generar todo el sistema 
hematopoyético a partir de una única célula y de mantener la hematopoyesis 
durante toda la vida de un individuo (Parslow et al., 2003) y la segunda es que son 
multipotenciales; lo cual indica que se comprometen a la diferenciación que 
conduce a la producción de uno o más grupos específicos de células sanguíneas 
(Mayani et al., 2007).  Las HSC se mantienen en estado quiescente o fase G0 del 
ciclo celular manteniendo los conteos celulares en médula ósea regulados, la 
importancia de este balance es vital para garantizar la integridad genómica de las 
HSC ya que la latencia también protege a las HSC de la proliferación incontrolada 
lo que resultaría en el agotamiento (Riether et al., 2015) así mismo como las 
replicaciones cromosómicas frecuentes pueden inducir mutaciones en el DNA 
causando alteraciones en la diferenciación de las HSC (Seita et al., 2010). En 
respuesta a señales de diferenciación, las HSC se diferencian hacia progenitores 
multipotentes (MPPs), las cuales han perdido su capacidad de auto-renovación, 
pero conservan su potencial proliferativo. Las MPPs constituyen el segundo 
compartimento del sistema hematopoyético, el cual corresponde al 0.5% del total 
de células de la médula ósea; comparten características inmunofenotípicas con las 
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HSC, pero presentan patrones de expresión de marcadores celulares muy 
particulares de acuerdo al linaje que pertenecen (Figura 2), posteriormente 
algunas de ellas se diferencian hacia progenitores oligopotentes comprometidos 
con linajes específicos ya sea linfoide (CLP) o mieloide (CMP) constituyendo el 
tercer compartimiento, constituyendo >90% de las células hematopoyéticas 
residentes, estas células poseen alta capacidad proliferativa, pero son incapaces 
de auto-renovarse, y su potencial de diferenciación esta restringido a linajes 
específicos (Seita et al., 2010). Estos progenitores oligopotentes dan lugar a todas 
las células efectoras del sistema hematopoyético, las CLP posteriormente dan 
origen a las células Pro-T, Pro-B y Pro-NK finalmente originando células T, B y 
NK, proceso conocido como linfopoyesis y las CMP dan origen a progenitores 
megacariocíticos/eritrocíticos (MEP) y progenitores granulocíticos/macrófagos 
(GMP), para generar plaquetas, eritrocitos, granulocitos y macrófagos, 
respectivamente, proceso conocido como mielopoyesis (Figura 2).  Las células 
maduras exceden en número considerable a sus precursores menos 
diferenciadas, pero estas últimas proliferan de forma continua. Debido a que al 
diferenciarse se pierde su capacidad de proliferación y auto-renovación. En 
resumen, la hematopoyesis se regula de manera precisa con el propósito de: 1) 
mantener un fondo común disponible de HSC, 2) regular la asignación, 
proliferación y diferenciación de las células en todas las etapas de cada vía 
hematopoyética y 3) modular la actividad de cada vía en respuesta a las 
demandas fisiológicas (Parslow et al., 2003).  
  
Figura 2.Modelo jerárquico de la hematopoyesis  
2.3 Diferenciación y maduración celular
Puesto a que el número total de HSC del organismo normalmente permanece 
constante, una proporción de células hijas debe someterse a 
convertirse así a tipos celulares maduros.  La difer
una secuencia de hechos genéticos que permiten a una célula sintetizar productos 
específicos, los que le confieren potencialidad para determinada función, por otra 
parte; la maduración es la secuencia de fenómenos bioquímicos y morfológicos 
iniciados por la diferenciación y que confieren capacidad funcional a la célula 
(Seita y Weissman, 2010). 
eventos en donde grupos alternados de genes determinan el destino cel





enciación celular consiste en 
Estos procesos se desarrollan a través de una serie de 
os en la diferenciación hacia el linaje mieloide se 
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ular; entre 
 encuentran: PU.1, Hox, C/EBP
2007). Altos niveles de expresión de PU.1 se asocian
granulocítica, mientras que su baja expresión se asoc
PU.1, junto con los factores de transcripción GATA
esenciales para la maduración y 
(Valledor et al., 1998) (Figura 3)
 
Figura 3. Factores de transcripción inv
 
2.4 Citocinas involucradas en la hematopoyesis y en la respuesta 
 
La diferenciación y maduración celular, no solo depende de la activación de 
factores de transcripción, la participación de diversas proteínas secretadas, 
denominadas citocinas, generadas durante las respuestas inmunitarias innatas y 
, C/EBP y C/EPB, RUNX1 y SCL (Mayani et al., 
 con la diferenciación 
ia hacia el linaje eritroide. 
-1, GATA-2 y FOG
diferenciación eritroide y megacariocítica
. 








adaptativas estimulan el crecimiento, la diferenciación de células progenitoras de 
la médula ósea, presentación de antígenos, reclutamiento, activación celular y 
expresión de moléculas de adhesión las cuales regulan el tráfico celular y 
determinan la naturaleza de la respuesta inmunológica. Una cascada de 
fenómenos pueden ser generadas y conjuntos de citocinas pueden actuar en 
sinergismo para desencadenar respuestas específicas. Cada citocina puede 
desarrollar diferentes funciones en base al origen celular, hacia la célula blanco 
que actúe y la fase específica de la respuesta inmune en la que se presente. La 
clasificación de las citocinas ha sido dada en base al potencial pro-inflamatorio y 
anti-inflamatorio; esta actividad dependerá de la células inmunológicas presentes y 
de su estado de respuesta hacia determinada citocina (Abbas et al., 2008). 
 
Las citocinas derivadas de células fagocíticas mononucleares y otras células 
presentadoras de antígenos (APC) son particularmente efectivas en la promoción 
del infiltrado celular y daño a tejido residente característico de la inflamación. Los 
monocitos se activan potentemente para producir citocinas, utilizando receptores 
de patrón de reconocimiento que reconocen componentes estereotípicos de 
patógenos que no se producen en las células normales de los mamíferos. Estos 
receptores, como el receptor de lipopolisacárido (LPS), contribuye a la capacidad 
del sistema inmune para distinguir patógenos de las proteínas no patógenas a los 
que el sistema inmunológico está expuesto. Las citocinas predominantemente 
producidas por los monocitos incluyen TNF, IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, IL-15, IL-18 e  
IL-23 (Abbas et al., 2008).  
 
2.5 Factor de necrosis tumoral (TNF-) 
 
TNF representa dos proteínas homólogas derivadas de fagocitos mononucleares 
(TNF-) y linfocitos (TNF-). Neutrófilos, linfocitos, células NK y células 
endoteliales son productores de esta citocina. TNF induce actividad antitumoral 
mediante efectos citotóxicos directos sobre las células tumorales e interactúa con 
células endoteliales para inducir moléculas de adhesión intercelulares (ICAM-1), 
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moléculas de adhesión celular vascular (VCAM-1) y E-selectina, que permite la 
entrada de granulocitos hacia el sitio de inflamación. TNF es un potente activador 
de neutrófilos, mediador de la adherencia, quimiotaxis, degranulación y estallido 
respiratorio (Borish y Steinke, 2003). 
 
2.6 Interleucina-1 (IL-1) 
 
IL-1 es producida por células del linaje fagocítico mononuclear pero es también 
producido por células endoteliales, queratinocitos, células sinoviales, osteoblastos, 
neutrófilos, células gliales. La producción de IL-1 puede ser estimulada por varios 
agentes incluidas endotoxinas, citocinas como TNF, microorganismos y antígenos. 
Una de las principales actividades biológicas de IL-1 es la capacidad para activar 
linfocitos T mediante el potenciamiento de la producción de IL-2 y la expresión del 
IL-2R. Cuando se secreta IL-1 en concentraciones bajas, IL-1 actúa como un 
mediador de la inflamación local. Actúa sobre las células endoteliales para 
aumentar la expresión de moléculas de superficie que median la adhesión de 
leucocitos, como los ligandos de las integrinas. Sin embargo, cuando se secreta 
en grandes cantidades, IL-1 entra al torrente sanguíneo y produce efectos 
endocrinos. La IL-1 sistémica comparte con el TNF la capacidad para originar 
fiebre, inducir la síntesis de proteínas plasmáticas de fase aguda por el hígado e 
iniciar la caquexia. Las similitudes entre las acciones de IL-1 y TNF son 
sorprendentes a pesar de que sus receptores presentan estructuras diferentes. La 
probable explicación de estos efectos semejantes es que los receptores de las dos 
citocinas producen señales mediante proteínas homólogas y activan los mismos 
factores de transcripción. No obstante, hay varias diferencias entre IL-1 y TNF.   
IL-1 no induce la muerte apoptótica de las células e incluso en concentraciones 
sistémicas elevadas. Los fagocitos mononucleares sintetizan un inhibidor natural 
de IL-1 que tienen una estructura homóloga a la citocinas y que se une a los 
mismos receptores, pero carece de actividad biológica, de forma que actúa como 
un inhibidor competitivo de IL-1 y se le denomina antagonista del receptor de IL-1 
(IL-1Ra) (Borish y Steinke, 2003).  
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2.7 Interleucina-6 (IL-6) 
 
Las actividades principales de IL-6 incluyen su acción sinérgica con IL-1 y TNF- 
para promover la activación de células T mediante APC; induciendo respuesta de 
fase aguda; replicación, diferenciación y producción de inmunoglobulinas y la 
promoción de la hematopoyesis y trombopoyesis. Los estímulos que inducen su 
expresión incluyen TNF-, IL-1 y agentes que activan linfocitos o macrófagos 
(Parslow et al, 2003). Las células fagocíticas mononucleares son el principal 
origen de IL-6, sin embargo, también es sintetizada por células endoteliales, 
fibroblastos y otras células en respuesta a microorganismos y otras citocinas, 
principalmente IL-1 y TNF. IL-6 ejerce diversas acciones. En la inmunidad innata, 
estimula la síntesis de proteínas de fase aguda por los hepatocitos y contribuye a 
los efectos sistémicos de la inflamación. IL-6 estimula la producción de neutrófilos 
a partir de sus progenitores en la médula ósea, habitualmente en coordinación con 
factores estimuladores de colonias, IL-6 finaliza la cascada de inflamación e inhibe 




Las quimiocinas fueron descubiertas desde 1960 como polipéptidos de bajo peso 
molecular (8 a 12 kDa)  y se creía que su función era hormonal, no fue hasta la 
década de los noventas cuando se acuña el nombre de “quimiocinas“ por tener 
una función quimiotáctica sobre una variedad de células incluyendo neutrófilos, 
monocitos, linfocitos, eosinófilos, fibroblastos y queratinocitos y ser parte de la 
familia de las citocinas (Navarrete, 2000).  
Originalmente, las quimiocinas se describieron como inflamatorias, ya que se 
producen en el sitio de infección o en respuesta a un estimulo pro-inflamatorio. Las 
quimiocinas inflamatorias reclutan y activan los leucocitos para montar una 
respuesta inmune e inician la cicatrización de heridas. Estas funciones están 
involucradas en la respuesta inmune adaptativa entre ellos el tráfico de linfocitos, 
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hematopoyesis, muestreo de antígeno en tejido linfoide secundario y la vigilancia 
inmunológica.  
 
2.9 Actividades biológicas de las quimiocinas 
 
Las propiedades biológicas de las quimiocinas están regidas en base a las 
condiciones bajo las cuales son secretadas, por el receptor al que se unen y por 
las células donde esos receptores se expresan. La mayoría de las quimiocinas se 
pueden asignar a una de dos amplias categorías funcionales. Las quimiocinas pro-
inflamatorias se producen durante el curso de reacciones inflamatorias o inmunes 
y sirven para movilizar las defensas del huésped; por otra parte las quimiocinas 
homeostáticas o del desarrollo, se producen casi de manera continua y 
contribuyen a guiar el desarrollo, mantener la homeostasis o dirigir el tráfico de 
células circulantes en los tejidos normales. 
 
 
2.10 Clasificación de las quimiocinas 
 
Las quimiocinas se agrupan en cuatro familias con distintas actividades biológicas 
y se clasifican dependiendo de la relación entre los residuos conservados del 
aminoácido cisteína y otros aminoácidos en la región amino terminal, formando 
dominios CXC (cisteína- aminoácido-cisteína). Se caracterizan por la presencia de 
tres o cuatro residuos de cisteína conservados. Ellas puedas ser subdivididas en 
cuatro familias, basado en el posicionamiento de los residuos N-terminal cisteína. 
La subfamilia C-X-C es caracterizada por la separación de las dos primeras 
cisteínas por un aminoácido variable. En la subfamilia C-C, los residuos de 
cisteína son adyacentes entre sí. La mayor parte de las citocinas se ubican dentro 
de estas dos familias. Además estos grupos se distinguen por la célula blanco 
primaria: la subfamilia C-X-C se dirige principalmente a neutrófilos y la familia C-C 
hacia monocitos y células T. Una nueva familia de quimiocinas ha sido identificada 
la cual carece de la primera y tercera cisteína, conteniendo un residuo único de 
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cisteína en la posición conservada, ha sido denominada subfamilia C. Una cuarta 
subfamilia (CX3C) ha sido identificada en la cual dos residuos de cisteína N-
terminal están separadas por tres aminoácidos variables. 
 
1. Familia CXC  
 
Esta familia esta codificada en un gen localizado en la región cromosómica 14q 
12-21 y se caracteriza por la presencia de un residuo de aminoácido separando 
los dos residuos conservados de cisteínas. Esta familia se subdivide en dos: las 
quimiocinas con un grupo de glutamato-leucina-arginina denominado ERL 
(subfamilia CXC ERL) y las que no lo presentan (subfamilia CXC no ERL).  
La subfamilia CXC ERL está constituida por los siguientes integrantes:  
 
 Interleucina-8 (IL-8): su función principal es la atracción de neutrófilos y se 
produce en monocitos, linfocitos T, células endoteliales, células epiteliales, 
fibroblastos y neutrófilos. Su estructura es de 72 aminoácidos y existe una 
variante de 77 aminoácidos denominada IL-8 endotelial debido a que se 
sintetiza en estas células y su función principal es atraer neutrófilos que se 
fijen al endotelio para el inicio de la diapédesis. Además puede atraer 
linfocitos T, queratinocitos, basófilos y posee actividad angiogénica 
(Navarrete, 2000). Es el principal quimioatractante para células 
prolimorfonucleares y neutrófilos, su síntesis puede ser inducida por LPS, 
IL-1 ,TNF y virus, estimula la degranulación de neutrófilos, el estallido 
respiratorio y la adherencia a células endoteliales por CD11b/CD18. 
Durante la respuesta inflamatoria, CXCL8 aparece relativamente después 
en comparación con otros quimioatractantes, por ejemplo leucotrieno B4 
(LTB4) aparece dentro de los primeros minutos de la activación celular y su 
concentración permanece a las 3 horas, luego declina y la síntesis de 
CXCL8 comienza a secretarse y persiste por lo menos 24 horas. Otros 
miembros de la familia de las quimiocinas, incluyendo CCL3 (MIP-1) 
comparte esta capacidad para activar PMNs (Borish y Steinke, 2003). 
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La subfamilia CXC no ERL integra a las siguientes moléculas:  
 IP-10 (Proteína inducible de interferón): Su función es inhibir la 
angiogénesis y tiene poca capacidad para atraer neutrófilos.  
 MIG (Proteína inducible de interferón gamma de macrófagos): Tiene 
actividad quimiotáctica para linfocitos T infiltrantes. 
 
2. Familia CC  
Se caracterizan por no tener aminoácidos entre las dos cisteínas en su región 
terminal y está constituida por los siguientes tipos de quimiocinas: 
 
 MCP 1, 2, 3, 4 (Proteínas quimiotácticas de monocitos): La función principal 
de estas cuatro quimiocinas es atraer monocitos. MCP-1 induce la 
expresión de integrinas y tiene función quimiotáctica para linfocitos T, 
linfocitos B, basófilos y células NK. MCP 2 y 3 pueden atraer eosinófilos, 
función para la que es más potente MCP-4. Actúan a través del receptor 
CCR2, son reguladores importantes de la función monocítica, puesto que 
ratones que carecen de los genes ya sea para MCP o CCR2 muestran una 
quimiotaxia monocítica defectuosa o una mayor susceptibilidad a 
infecciones.  Las MCP y las proteínas relacionadas con ellas también 
atraen y activan eosinófilos, basófilos y células cebadas (o mastocitos), los 
cuales son células efectoras clave en las reacciones alérgicas (Parslow et 
al., 2003).  
 RANTES (Secretada y expresada por células T normales y reguladas): Es 
la quimiocina más potente para la quimiotaxis de eosinófilos aunque 
también puede atraer linfocitos CD4 y CD45RO así como basófilos, células 
NK, células dendríticas, mastocitos y monocitos (Navarrete, 2000).  
 
3. Familia C  
Sólo se conoce una quimiocina perteneciente a esta familia y se denomina 
linfotoxina y es relativamente específica para linfocitos.  
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4. Familia CXXXC  
 
Esta familia se caracteriza por tener tres aminoácidos entre sus residuos de 
cisteína. La quimiocina denominada fractalquina puede existir como una 
glicoproteína unida a la membrana plasmática de las células endoteliales 
promoviendo la adhesión de monocitos y células T o como una forma soluble con 
una importante actividad quimiotáctica para los mismos tipos celulares.  
 
Por lo que alteraciones tanto en la regulación de factores de transcripción y en la 
producción de citocinas pueden conducir al desarrollo de eventos patológicos que 
rompen el balance homeostático entre la renovación de las células 
hematopoyéticas maduras y su reposición por HSC y células progenitoras, 
desencadenando una proliferación celular desregulada aumentando la producción 
de células progenitoras/maduras, o adquiriendo características de auto-renovación 





Durante el 2010 en México, se reportaron 33 mil 019 casos hospitalarios por 
tumores malignos, en la población menor a los 20 años, el 56.7% se presentó en 
órganos hematopoyéticos (Tabla 1), siendo la leucemia la principal causa de 
defunción en el 2011, afectando principalmente al género masculino (Tabla 2), 




Tabla 1. Morbilidad hospitalaria de la población mexicana.  
 
Tabla 2. Mortalidad por tumores malignos. 
 
Las leucemias son enfermedades iniciadas en las HSC o células progenitoras, la 
cual es caracterizada por un incremento en el número de células sanguíneas. La 
anormalidad de las células leucémicas es la inhibición de la diferenciación e 
incremento en la tasa de proliferación (Gocek y Marcinkowska, 2011). En las 
leucemias el bloqueo de la diferenciación ocurre en progenitores hematopoyéticos 
tempranos, resultando en células indiferenciadas denominadas blastos. Las cuales 
sufren eventos transformantes generando células madre leucémicas (LSC) que 
son capaces de auto-renovarse, propagando e incrementando la progenie celular 
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(Gómez y Tarín, 2011). Dependiendo de la etapa de la enfermedad (crónica o 
aguda) su inmunofenotípo (mieloide o linfoide) y la naturaleza de los eventos 
transformantes como factores remodeladores de la cromatina, fusión de genes así 
como la activación de tirosina quinasas como BCR/ABL se realiza su clasificación 
(Morales et al., 2010). La leucemia es dividida en aguda y crónica, y subdividida 
en linfoide y mieloide (Gocek y Marcinkowska, 2011). 
 
2.12 Clasificación de las leucemias 
 
 Según la velocidad de progresión: 
 
Leucemia aguda:  
 
Es un desorden hematopoyético clonal derivado de HSC o células progenitoras 
comprometidas a un linaje, caracterizada por una predominancia de formas 
inmaduras o blásticas que mantienen su capacidad de proliferación, estas células 
no maduran ni mueren como las células normales, por lo que se acumulan y 
sobrepasan la producción de células normales así que la enfermedad empeora en 
corto tiempo. Su incidencia es de aproximadamente de 3,7 por 100 000 personas 
por año, es más alta en hombres que en mujeres (proporción de 4,6:3,0). La 
incidencia aumenta con la edad: es de 1,9/100 000 en individuos menores de 65 
años y de 18,6 por 100 000 en los mayores de esa edad (Gómez y Tarín, 2011).  
Leucemia crónica:  
 
La incidencia es de 1,5 por 100 000 personas por año, y la incidencia es más alta 
en hombres que en mujeres (2,0:1,2). La cual aumenta lentamente con la edad 
hasta mediados de los cuarenta, a partir del cual empieza a aumentar 
rápidamente. Este tipo de leucemia involucra células sanguíneas maduras, que 
proliferan o se acumulan lentamente y pueden funcionar normalmente por un 
tiempo. Algunas formas de leucemia crónica inicialmente no producen síntomas y 
 pueden pasar inadvertidas o no diagnosticadas por años. Aunque el tiempo de 
evolución sea lento, la enfermedad suele ser mortal
 
 
 Según el tipo de células afectadas
 
Leucemia linfocítica: afecta células linfoides que forman el tejido linfático.
Leucemia mieloide o mielógena:
eritrocitos, leucocitos y megacariocitos (Figura 4).         
 
 
Figura 4. Tipos celulares afectados en 
CMI: Célula madre hematopoyética pluripotencial, CMII: progenitores 
multipotentes, P. Linfoide: precursor linfoide, P.mieloide: precursor mieloide. 
Tomando en cuenta tanto la velocidad de progresión de la enfermedad y el t
células afectadas, se han clasificado cuatro tipos de leucemias:
 
a) Leucemia mielógena aguda
en niños y en adultos, también es llamada leucemia aguda no linfocítica.
b) Leucemia linfocítica aguda
jóvenes, representa el 75% de las leucemias de la niñez.
 (Gómez y Tarín, 2011).
 
 afecta las células mieloides que incluyen: 
 
base al progenitor transformado
 
 (LMA): es el tipo de leucemia más común, ocurre 










c) Leucemia linfocítica crónica (LLC): común en adultos, judíos, descendientes 
de rusos y en Europa oriental.  
d) Leucemia mielogénica crónica (LMC): afecta principalmente a los adultos, y 
se asocia a una anormalidad cromosómica llamada cromosoma Filadelfia, el cual 
da lugar a la aparición de un gen anormal llamado BCR-ABL, para fines de este 
proyecto de investigación, se detallará más acerca de este tipo de leucemia 
(Gómez y Tarín, 2011). 
 
2.13  Leucemia mielógena crónica (LMC) 
Historia y epidemiología 
 
En 1845 fue identificada la leucemia mielógena crónica (LMC), pero no fue hasta 
1960 cuando se describió la translocación entre los brazos largos del cromosoma 
9 y el 22 denominado cromosoma Filadelfia, descubierto por Nowell y Hungerford. 
Presenta un promedio de aparición entre los 45 a los 55 años de edad, con menos 
del 10% de los casos en menores de 20 años, con una proporción de 1,4:1 
hombre–mujer, respectivamente. Este tipo de leucemia representa entre el 15-20 
% de todas las leucemias (tercera más común) con una incidencia de 1 a 2 casos 
por cada 100 000 adultos. Aproximadamente el 75% de los fallecimientos por esta 
causa corresponden a adultos mayores de 55 años (Clarkson et al., 2003). 
 
 
2.14 Cromosoma Filadelfia (Ph) 
 
La LMC es un desorden mieloproliferativo, con un compromiso clonal de las HSC 
común a las 3 series hematopoyéticas, definida por la actividad constitutiva de una 
tirosina quinasa, por la presencia de una mutación BCR-ABL conocida también 
como cromosoma Filadelfia (denominada así debido a que existe una 
translocación reciproca entre el gen Abelson Tk “ABL” gen del cromosoma 9 que 
se fusiona con la región de ruptura de los conglomerados (breakpoint cluster 
región) del gen BCR del cromosoma 22), el 95 % de las leucemias mielógenas 
 crónicas son causadas por esta anormalidad genética 












Figura 5. Principal translocación cromosómica 
  
Con la translocación recíproca del cromosoma Filadelfia se crean dos genes: 
BCR-ABL del brazo largo del cromosoma 22 (Cromosoma Filadelfia) expresado en 
la mayoría de  los pacientes con LMC, y ABL
9 que se encuentra sólo en el 70 % de los casos. 
proteína que varía de tamaño dependiendo del sitio de ruptura del gen BCR.
tamaños varían entre 190 K
responsable de la mayoría
Esta proteína presenta actividad tirosina qu
muestran mejores respuestas a los tratamientos de primera línea, mientras que lo
pacientes que poseen la proteína de 190
farmacorresistencia. Estas proteínas también se pueden encontrar en pacientes 
con leucemia linfoide aguda con una menor prevalencia, lo que explica que no 
todos los pacientes con cromosoma Filadelfia desarrollarán la
al., 2009). 
(Beligory et al., 2008) 
presente en la LMC
-BCR del brazo largo del cromosoma 
Esta translocación codifica una 
Da (70 %) y 230 KDa (30 %), siendo esta última 
 de las anormalidades fenotípicas en la fase crónica. 
inasa; los pacientes que la expresan 
 KDa son más propensas al desarrollo de 






 2.15 Efectos de la oncoproteína BCR
Esta alteración en la proteína ABL favorece la proliferación, conduce a la 
resistencia apoptótica y bloquea la diferenciación celular, cabe aclarar que todas 
las personas presentan una
LMC es la fusión BCR-ABL. El resultado de esta translocación es la unión de una
actividad enzimática tirosina qu
sitio de unión al ATP y sus sustratos. N
por el ABL se mantiene inactiva y es activada por señales intracelulares. En los 
pacientes con enfermedad oncogénica puede ocurrir una 
tirosina quinasa con su proteína, lo cual favorece la auto
crear sitios de unión anómalos para proteínas, logrando ser independientes de 
ligando lo que explicaría su actividad continua
 
Normalmente la proteína ABL es 
citoplasma, mientras que el BCR
núcleo, esta oncoproteína aunque es fundamental en el diagnóstico de la LMC, no 
es la causa principal de la transformación de la 
la expresión de este gen en pacientes no enfermos, lo que in




 proteína ABL, y lo que expresan los pacientes con 
inasa aportada por la proteína ABL que posee un 
ormalmente la tirosina quinasa generada 
fusión entre el sitio 
-fosforilación permitiendo 









pro-apoptótica y se encuentra en el núcleo y en 
-ABL es anti-apoptótico y no se encuentra en el 
LMC ya que se ha logrado detectar 
dica que 








2.16 Evolución clínica de la LMC  
Este padecimiento cursa por estadios bifásicos o trifásicos (fase crónica, 
acelerada o blástica). La fase crónica tiene una duración variable, con una media 
entre cuatro y seis años, se caracteriza por una sobreproducción de células del 
linaje granulocítico (mieloides inmaduras y granulocitos maduros), con aumento en 
el recuento de leucocitos y plaquetas, y un conteo de células blásticas menores al 
10 % (Figura 7). Estas características hacen que no sea fácil diferenciarla clínica y 
hematológicamente de una leucemia aguda.   
 
Dentro de la sintomatología se presenta en los pacientes fatiga, palidez, distensión 
abdominal, esplenomegalia, hepatomegalia, fiebre, sudoración nocturna y pérdida 
de peso sin causa aparente. Cerca del 85 % de los pacientes con LMC se 
encontrarán en fase crónica al momento de ser diagnosticados, que es una fase 
inicial, estable y benigna (Beligory et al., 2008).  
 
La fase acelerada, la cual no todos los pacientes la presentan, ya que pueden 
pasar de una fase crónica a una fase blástica, viéndose en cada dos de tres 
pacientes. Se presenta con una duración aproximada de 18 meses, aunque en 
algunos casos existe una rápida progresión hacia la fase blástica de solo seis 
meses. Esta fase acelerada presenta una menor respuesta al tratamiento y sus 
características son una intensa esplenomegalia, leucocitosis, incremento de los 
blastos del 10 al 30 % en sangre periférica y médula ósea, un incremento de los 
basófilos del 20% en sangre periférica. 
 
Posteriormente se desarrolla la fase blástica, en la cual se presenta una sobrevida 
alrededor de dos a cuatro meses, tiene un curso fatal y se presenta un 30 % o 
más de células blásticas en médula ósea (Figura 7), las cuales no ejercen ningún 
efecto en las respuestas inmunológicas de los pacientes, por lo que su sistema 
inmune se deteriora. Estos pacientes son los más resistentes al tratamiento y la 
fase blástica puede presentarse como una enfermedad mieloide o linfoide. El 
 paciente puede presentar fiebre, 
de los nódulos linfáticos, hígado o bazo. Tanto la fase acelerada, como la fase 
blástica son consideradas fases avanzadas, y el   15 % de los pacientes con LMC 
en el momento de ser diagnosticados se en














                                            
 
Dentro de las estrategias generadas para contrarrestar el avance de la 
enfermedad se buscan agentes
que como se menciono anteriormente se expresa de manera constitutiva en la 
LMC, lo que llevó a diseñar medicamentos que lograron inhibir esta actividad 
catalítica por el bloqueo de sitio de unión del ATP
dimerización, generando anticuerp
ligando, con la finalidad de disminuir
dolor, pérdida de peso y aumento en el tamaño 
contrarán en una de estas fases 
 
Figura 7. Evolución de la LMC. 
 
2.17 Tratamiento 
 que puedan disminuir la actividad tirosina qu
 o sustratos, bloqueando su 
os contra el receptor tirosina quinasa o contra el 
 su actividad tirosina quinasa, a continuación 
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inasa, 
 se describirán las principales farmacoterapias para el trat
(Morales et al., 2010). 
 
Fue de los primeros tratamientos utilizados en la clínica para evitar la evolución de 
esta enfermedad, logró una respuesta citogenética completa del 5 al 20 % en las 
fases crónicas tempranas en pacientes con LMC, pero con una marcada toxicidad 
y una disminución de su eficacia directamente proporcional al tiempo
de la fase crónica (Gómez y Tarín, 2011).
 
 
Actualmente, el tratamiento inicial estándar para 
mesilato de imatinib, (aprobado por la FDA, 2001) po
quinasa Bcr-Abl. La unión de este fármaco se logra en los sitios de unión de
de la conformación Bcr-
crecimiento e induciendo apoptosis en las células que expresan esta conformación










Figura 8. Estructura química
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 de duración 
 ATP, 
 
 El imatinib, es una farmacoterapia oral eficaz que produce una remisión estable en 
la mayoría de los pacientes, los estudios han demostrado que el imatinib 
(Gleevec®) logra mantener controlada la fase crónica en los pacientes con LMC al 
ingerir una dosis de 400 mg/día, y en fase acelerada y 
mg/día cuando ha fallado en estos pacientes el uso del IFN
tiene una rápida absorción, logra altas concentraciones luego de 
administración, tiene un metabolismo hepático, a través del citocromo P450 e 
isoforma CYP 3A4. El objetivo del tratamient
respuesta hematológica completa (reducción en el recuento de leucocitos, 
plaquetas, células inmaduras como mielocitos, promielocitos, o blastos en sangre 
periférica, desaparición de esplenomegalia) a los tres meses de seg
(Beligory et al., 2008).             
Figura 9.  
A pesar que el imatinib es un tratamiento efectivo, algunos pacientes recaen por 
enfermedad resistente, hasta en un 25% de los casos. La resistencia puede ser 
primaria o secundaria. La resistencia primaria es la falta de respuesta inicial al no 
alcanzar los objetivos del tratamiento y la secundaria ocurre cuando sobreviene 
blástica, a una dosis de 600 
-. Este medicamento 
dos horas de su 
o con el imatinib es encontrar una 




una recaída del paciente que inicialmente había tenido una respuesta (Yin L et al., 
2010). 
 
2.20 Mecanismos de resistencia al imatinib 
 
Entre los mecanismos relacionados con la resistencia se encuentran los siguientes 
aspectos: 
• Efectos farmacocinéticos, donde juegue un papel su mecanismo de absorción, 
vías de metabolización e interacción con otras drogas y concentraciones 
plasmáticas. 
• La unión a proteínas plasmáticas que disminuiría su biodisponibilidad. 
• La absorción intracelular del imatinib, dependerá de la concentración de la 
proteína transportadora unida a ATP, que es una proteína transmembrana que 
regula el tránsito de sustancias fuera de la célula, se ha visto implicada en la 
expulsión de varias drogas antineoplásicas, disminuyendo de esta forma la 
concentración de la droga a nivel intracelular. 
•Sobreexpresión de BCR-ABL, mutaciones puntuales del dominio quinasa del 




El dasatinib (Figura 10) es la primera terapia autorizada por la FDA como 
tratamiento de la LMC resistente al imatinib. Es un inhibidor oral del receptor de 
tirosina quinasa de segunda generación, con excepción de la mutación T315I, el 
desatinib es efectivo con el resto de las mutaciones resistentes al tratamiento con 
imatinib. La inhibición que realiza el dasatinib es sobre las quinasas Bcr-Abl, la 
familia de SRC (SRC, LCK, YES, FYN), c– KIT, las quinasas del receptor para el 
factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGFR). Es metabolizado a nivel 
hepático por la citocromo P450 y la isoenzima CYP3A4. El dasatinib se une al sitio 
de unión del ATP, haciéndolo tanto en las conformaciones activas e inactivas del 
 dominio quinasa del ABL, 
contacto al ABL comparado con el imatinib     
 
Figura 10. Estructura química del desatinib
El efecto adverso más frecuente es la mielosupresión; y el derrame pleural 
observado en 5 a 35% de los pacientes. Por lo que se interrumpe el tratamiento 
por periodos cortos para permitir la recuperación del paciente. 
 
 
El nilotinib (Figura 11) es un derivado del imatinib, inhibidor de Bcr
dado buenos resultados en los pacientes con 
inhibidor competitivo por el sitio de unión al ATP similar al imatinib, aunque 60 
veces mas potente que éste. Está indica
acelerada resistentes al imatinib, con 
veces al día, por vía oral. Es inactivo contra la mutación T315I, y su metabolismo 





además presenta una gran afinidad con los sitios de 





LMC resistentes a imatinib. Es un 
do para pacientes en fase crónica o 
una dosis recomendada de 400 mg/
 
1. Estructura química del nilotinib. 
25
-Abl que ha 
dos 
 26
2.23 Otros fármacos y modalidades en la terapia contra LMC 
 
 
AP23464 es un inhibidor dual sobre SRC-ABL quinasa, el cual previene la 
proliferación, bloquea la progresión del ciclo celular y promueve la apoptosis de 
células de LMC, sin embargo; es inactiva contra la mutación T315I. 
 
MK-406 es un inhibidor de aurora quinasa con actividad contra el BCR-ABL el cual 
inhibe la auto-fosforilación de la mutación T315I, por lo que algunos pacientes con 
esta mutación han mostrado mejoría tras el tratamiento generando la inhibición de 
la proliferación de las células de LMC. 
 
Por otro lado, el trasplante de células hematopoyéticas es una opción curativa que 
había sido el tratamiento de elección antes de la aparición de los inhibidores de las 
tirosinas quinasas. Sin embargo; la morbilidad y mortalidad del trasplante lo han 
llevado a ser la segunda línea de tratamiento ya que la probabilidad de muerte 
relacionada con el trasplante mieloablativo de células hematopoyéticas es del      
20 y 40% (Clarkson et al., 2003).   
2.24 Nuevas estrategias terapéuticas relacionadas con la inducción de la 
diferenciación celular 
 
Alteraciones genéticas como translocaciones cromosómicas, mutaciones 
puntuales, amplificaciones o deleciones genéticas bloquean el programa normal 
de la diferenciación (Mata-Greenwood et al., 2002) ocasionando que los 
progenitores hematopoyéticos, aberrantes  no respondan a las señales de 
diferenciación en médula ósea (Fialkow et al., 1981) proliferando rápidamente y 
causando un incremento en los recuentos de células blancas pero con funciones 
inmunológicas deficientes y que, además no desarrollan apoptosis (Domen, 2000), 
son factores cruciales en la patogénesis de las leucemias. 
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El actual tratamiento de la leucemia mielógena crónica es insatisfactoria y la 
mayoría de los pacientes siguen muriendo de la enfermedad. Varios protocolos de 
tratamiento con fármacos citotóxicos e interferón han prolongado la vida de los 
pacientes, pero los protocolos de tratamiento no han resultado en una mejora 
adicional significativa. El único tratamiento curativo es la quimioterapia y/o 
irradiación intensiva seguida del trasplante de médula ósea alogénica. Solo una 
minoría de los pacientes con LMC tienen donantes compatibles adecuados y son 
elegibles para el trasplante; por el contrario pacientes de edad avanzada que 
muchas veces tienen otras enfermedades, son incapaces de tolerar la intensiva 
terapia (Clarkson et al., 2003). Otro de los tratamientos, es el desarrollo de 
moléculas dirigidas hacia tirosinas quinasas, sin embargo se desarrolla resistencia 
debido a la heterogeneidad de las células tumorales y a la sobrevivencia de 
células madre de la LMC quiescentes. Por lo que para superar la resistencia a los 
fármacos y la recaída a la enfermedad se ha propuesto la terapia de inducción de 
la diferenciación celular. La terapia de diferenciación está enfocada en el empleo 
de agentes capaces de inducir la diferenciación terminal hacia un fenotipo maduro 
acompañado del cese de la proliferación celular con eventual desarrollo de la 
muerte celular (Alenad et al., 2013). En principio, la diferenciación inducida mejora 
el estatus inmunológico de los pacientes evitando la lisis masiva de células 
blásticas observado por regímenes citotóxicos (Gocek y Marcinkowska, 2011), se 
ha demostrado que una combinación de terapias citotóxicas y de diferenciación 
puede potenciar la apoptosis de las células tumorales, disminuyendo la 
recurrencia de los tumores y evitando el desarrollo de resistencia hacia los 
quimioterapéuticos. La leucemia promielocítica aguda (LPA) fue el primer modelo 
de malignidad hematológica tratada por agentes inductores de la diferenciación, 
incluyendo el ácido-retinoico trans (ATRA) (Lui y Leung, 2005). El ácido retinoico-
trans (ATRA) es un potente inductor de la diferenciación en células leucémicas 
mieloides hacia el linaje granulocítico (Xiang et al., 2014) mostrando remisiones 
completas en el tratamiento de la leucemia promielocítica aguda sin causar 
hipoplasia medular (Mata-Greenwood et al., 2002). 
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ATRA es un ligando de los receptores del ácido retinoico (RARs), el cual 
comprende una familia de factores de transcripción que se unen a elementos de 
respuesta (Nowak et al., 2009) las concentraciones farmacológicas de ATRA 
causan cambios conformacionales de PML-RARA, por lo cual la estructura de la 
cromatina se relaja, se elimina la represión transcripcional, conduciendo hacia la  
diferenciación terminal a granulocitos. La degradación de PML-RARA inducida por 
ATRA es un mecanismo de acción en la terapéutica de la LPA. La degradación de 
PML-RARA está acompañada por la activación o inhibición de varios genes. Estos 
incluyen los factores de transcripción (C/EBP o PU.1), factores reguladores de la 
cromatina, reguladores del ciclo celular así como inhibidores de la síntesis de 
proteínas (Gocek y Marcinkowska, 2011). 
Algunos compuestos distintos del ATRA pueden inducir diferenciación de las 
células leucémicas humanas in vitro, pero la transición de estos resultados a la 
clínica hasta el momento no han tenido éxito, estas investigaciones se logran 
mediante el uso de líneas celulares leucémicas humanas las cuales retienen el 
potencial de diferenciación terminal hacia varios tipos de células maduras al ser 
estimuladas con diversos compuestos. Tal es el caso de la línea celular K562, su 
característica primordial es el exhibir marcadores eritroides, monocíticos y 
megacariocíticos, lo cual sugiere que resulta de la transformación de un precursor 
hematopoyético. La línea K562 ha sido utilizada como un sistema in vitro para el 
estudio de la diferenciación celular, estudios han indicado que diversos 
compuestos, con diversidades en su estructura química, pueden inducir 
diferenciación de las células K562 a concentraciones no tóxicas; agentes como 
hemina, 5-azacitidina, arabinósido de citosina (ARA-C) conducen la diferenciación 
hacia el linaje eritroide por el contrario los forboles inducen la diferenciación hacia 
monocitos y/o megacariocitos (Kang et al., 1996, Zhang y Wong, 2007), sin 
embargo; los ésteres de forbol promueven la carcinogénesis, por lo que su uso en 
la clínica no es contemplado. Similarmente, el DMSO induce diferenciación sobre 
las células de leucemia, incluyendo diferenciación granulocítica en la línea HL-60, 
pero es un solvente químico inadecuado para el uso interno en humanos. Más 
prometedor es el uso potencial de la vitamina 1-25 dihidroxivitamina D3, y sus 
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análogos químicamente modificados los cuales inducen diferenciación hacia 
monocitos en líneas de leucemia sin presentar citotoxicidad. Sin embargo, su uso 
clínico está limitado por la hipercalcemia sistémica resultante del aumento de la 
absorción intestinal de calcio y las propiedades movilizadoras de calcio de la 
vitamina D3. La inhibición de la diferenciación celular puede resultar no solo de la 
presencia de proteínas mutadas si no también por cambios epigenéticos como la 
hipermetilación de DNA o acetilación aberrante de las histonas. Por el contrario, la 
perdida de la función genética causada por mutaciones, cambios epigenéticos 
pueden ser revertidos farmacológicamente vía inhibición de las metiltransferasas 
del DNA (DnmT) e histonas deacetilasas (HDAC). En las células normales, la 
acetilación de las histonas y la metilación del DNA se mantiene en equilibrio 
permitiendo la expresión de genes. En las células leucémicas, este equilibrio se 
altera, la hipermetilación ocurre y las HDAC se sobreexpresan lo que conduce a 
una represión de la transcripción de genes involucrados en la diferenciación 
celular. Algunos inhibidores de HDAC y DnmT han sido desarrollados para el 
tratamiento de pacientes con malignidades hematológicas, ya sea como 
monoterapias o en combinación con otros agentes. El tratamiento de las células 
leucémicas con los inhibidores, resulta en la remodelación de la cromatina que 
impide el bloqueo de la transcripción de genes que inducen la diferenciación, 
arresto del ciclo celular, apoptosis o autofagia (Gocek y Marcinkowska, 2011). 
Derivados de la piperazina utilizados normalmente como antibióticos o 
antihelmínticos, recientemente ha demostrado que inhibe la proliferación y 
conduce a la diferenciación eritroide en la línea celular K562. Por lo que se ha 
propuesto que líneas celulares de LMC resistentes al imatinib, sean tratadas con 
inductores de la diferenciación celular, como recientemente se ha demostrado con 
el uso del resveratrol, causando una diferenciación eritroide (Saab et al., 2013).Ya 
que se ha visto que pacientes tratados con imatinib siguen expresando la proteína 
Bcr-Abl a pesar de la inhibición de la actividad quinasa en las células 
madre/progenitoras de la LMC, estudios in vitro han demostrado que el tratamiento 
secuencial de aclarubicina A (ACM) junto el imatinib disminuye la expresión de los 
niveles de la proteína Bcr-Abl conduciendo a la apoptosis, desencadenando 
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también disminución de la expresión de Mcl-1 y Bcl-xL en la línea celular K562, los 
cuales forman parte de los miembros anti-apoptóticos de la familia de Bcl-2. Mcl-1 
ha sido identificado como un blanco dependiente de Bcr-Abl y factor de sobrevida 
en LMC, y su sobre-regulación ha sido demostrada que juega un papel importante 
en la resistencia a apoptosis. Otros estudios reportan que la disminución de la 
expresión de Bcl-xL se encuentra involucrada en la apoptosis de las células K562 
(Lee et al., 2013).Con los antecedentes antes mencionados se abre la pauta para 
el descubrimiento de nuevos agentes con la actividad de diferenciación celular 
sobre células leucémicas que eviten la proliferación tumoral.   
 
2.25 IMMUNEPOTENT CRP 
 
 
El IMMUNEPOTENT CRP es un extracto dializable de leucocitos de bovino, el 
cual posee una mezcla de sustancias de bajo peso molecular, lo que le confiere la 
capacidad de modificar la respuesta inmunológica del huésped, posee efecto 
antibacteriano, anti-inflamatorio, antioxidante y antitumoral, estas propiedades han 
sido determinadas mediante la realización de diferentes protocolos de 
investigación. En bacterias patógenas de importancia clínica, se ha observado que 
el tratamiento con el IMMUNEPOTENT CRP conduce a la inhibición del 
crecimiento de Escherichia coli, Pseudomona aeruginosa, Staphylococcus aureus, 
Streptococcus pyogenes, Salmonella typhi y Listeria monocytogenes, las cuales 
son causantes de altas tasas de morbilidad y mortalidad (Franco-Molina et al., 
2006). En cuanto a las propiedades anti-inflamatorias del IMMUNEPOTENT CRP 
fueron atribuidas por las siguientes investigaciones; en primera instancia, se 
realizó una investigación relacionada al efecto in vitro sobre macrófagos 
peritoneales de ratón estimulados con LPS, el cual es uno de los modelos ideales 
para la inducción de el síndrome SRIS (síndrome de respuesta inflamatoria 
sistémica), encontrando que macrófagos peritoneales estimulados con LPS y 
posteriormente tratados con el IMMUNEPOTENT CRP, modula la producción de 
ON, y disminuye  la producción de TNF- e IL-6 ocasionada por el LPS (Franco-
Molina et al., 2005). Con estas observaciones, posteriormente se realizó el mismo 
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experimento pero en sangre periférica humana, encontrando resultados similares 
en los cuales el IMMUNEPOTENT CRP disminuyó la producción de óxido nítrico, 
TNF- e IL-6, posteriormente en un modelo in vivo, se indujo en ratones Balb/c 
shock endotóxico mediante la administración de LPS, encontrándose que el 
IMMUNEPOTENT CRP no previene el shock endotóxico, pero sí mejora la 
sobrevivencia en un 80 % cuando se administró después de 30 minutos, 4, 8 y 
12 h después de haber iniciado el shock endotóxico; en donde los ratones sin 
tratamiento mueren en un período de 20 – 22 h. 
 
En otro trabajo realizado por el grupo de investigación se determinó in vitro en 
macrófagos humanos (empleando la línea celular U-937, diferenciada con PMA),  
y posteriormente estimulada con LPS induciendo la producción de agentes 
inflamatorios que provocan la oxidación celular como el ON, TNF-, COX-2 y 
PGD2, disminuyendo la capacidad de los antioxidantes intercelulares (antioxidante 
total, catalasa (CAT), glutatión peroxidasa (Gpx), y superóxido dismutasa (SOD)), 
por el contrario al recibir los tratamientos con el IMMUNEPOTENT CRP se logró 
reducir de manera significativa la producción de los agentes inflamatorios y 
oxidativos (ON, TNF-α, COX-2, PGD2) e incrementaban la actividad de 
antioxidante total, CAT, Gpx, y SOD. A su vez se determinó que el 
IMMUNEPOTENT CRP disminuye la fosforilación de IB, evitando la unión al DNA 
del factor de transcripción NFB el cual está ampliamente involucrado en procesos 
inflamatorios, siendo una de las principales vías de señalización para la actividad 
moduladora del IMMUNEPOTENT CRP (Franco-Molina et al., 2011). 
Otra de las propiedades del IMMUNEPOTENT CRP, es su actividad antitumoral, 
mostrando un efecto citotóxico sobre diversas líneas celulares de cáncer de mama 
(MCF-7, BT-474, MDAMB453), mediante la modulación de la expresión de genes 
apoptóticos (p53, bag-1, c-myc, bax, bcl-2), pulmón (A427, CALU), linfoma 
(L5178Y) y melanoma murino (B16F10) mediante la activación de caspasa-3, e in 
vivo en un modelo en el cual ratones C57BL/6 fueron inoculados vía subcutánea 
con células B16F10, desarrollando tumores palpables e incremento de la 
producción de VEGF en suero y tumor, posteriormente fueron tratados con el 
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IMMUNEPOTENT CRP causando una disminución significativa del peso tumoral y 
producción de VEGF previniendo la metástasis (Franco-Molina et al., 2010). Sin 
embargo, a pesar de que ha demostrado efectos citotóxicos en diversas líneas 
celulares de cáncer, a la fecha se desconoce el efecto del IMMUNEPOTENT CRP 
en líneas celulares de leucemia humana y su posible efecto como inductor de la 
diferenciación celular, por lo cual fue de interés en este proyecto de investigación 
la determinación de los efectos como un potencial agente en la terapia de 




























El tratamiento con el IMMUNEPOTENT CRP en la línea de leucemia mielógena 




























4. OBJETIVOS  
 
 
4.1 Objetivo general 
 
 
Evaluar los efectos citotóxicos y de diferenciación celular del IMMUNEPOTENT 
CRP en la línea mielógena crónica humana K562. 
 
 
4.2 Objetivos específicos 
 
1. Evaluar el efecto del IMMUNEPOTENT CRP sobre la viabilidad en la línea 
celular K562. 
2. Determinar cambios morfológicos en la línea celular K562 tratada con el 
IMMUNEPOTENT CRP. 
3. Evaluar la expresión de marcadores de diferenciación monocítica (CD14+, 
CD68+, CD163+) y la actividad fagocítica en la línea K562 tratada con 
IMMUNEPOTENT CRP.  
4. Evaluar el efecto de las dosis citotóxicas del IMMUNEPOTENT CRP 
obtenidas a partir de la línea K562, sobre monocitos humanos y macrófagos 
peritoneales murinos.  
5. Evaluar el efecto de las dosis citotóxicas del IMMUNEPOTENT CRP sobre 
la línea K562 pre-tratada con el IMMUNEPOTENT CRP a dosis de 
diferenciación celular.  
6. Evaluar la expresión del marcador de superficie CD42a+ característico de la 
diferenciación megacariocítica en la línea K562 tratada con 
IMMUNEPOTENT CRP.  
7. Evaluar los efectos sobre la proliferación y ciclo celular en la línea K562 
tratada con IMMUNEPOTENT CRP. 
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8. Evaluar la producción de óxido nítrico en la línea celular K562 tratada con 
IMMUNEPOTENT CRP. 
9. Evaluar la producción de citocinas y quimiocinas en la línea celular K562 





























5. MATERIAL Y MÉTODOS 
 
5.1 IMMUNEPOTENT CRP 
 
El IMMUNEPOTENT CRP producido por el Laboratorio de Inmunología y Virología 
de la Facultad de Ciencias Biológicas de la UANL (San Nicolás de los Garza, 
Nuevo León, México), es una mezcla heterogénea de moléculas de bajo peso 
molecular (<12kDa), elaborado a partir del homogenizado del bazo de bovinos, 
dializado, liofilizado y posteriormente sometido a pruebas de esterilidad 
(inoculación de ratones in vivo y determinación de endotoxinas mediante la prueba 
de Limulus del lisado de amoebocitos (LAL)), libre de la presencia de pirógenos 
endógenos y bacterias. Para el ensayo de diferenciación celular, 5 U de 
IMMUNEPOTENT CRP fueron disueltas en 7 mL de medio de cultivo RPMI 1640 
suplementado con SFB al 10%, (obteniéndose un stock de 0.71 U/mL del 
IMMUNEPOTENT CRP), del cual se realizaron diluciones para obtener las dosis 
del IMMUNEPOTENT CRP (0.07, 0.14, 0.21, 0.28 y 0.35 U/mL). En el caso del 
ensayo de citotoxicidad, 5 U de IMMUNEPOTENT CRP fueron disueltas en 2 mL 
de medio de cultivo RPMI 1640 suplementado con SFB, (obteniéndose un stock 
de 2.5 U/mL), a partir del cual se realizaron diluciones para obtener las dosis del 
IMMUNEPOTENT CRP (0.5, 0.75 y 1 U/mL). Un solo lote del IMMUNEPOTENT 
CRP fue empleado para la realización de todos los experimentos, disuelto en 
medio de cultivo completo, filtrado para su empleo mediante filtros de 0.2 M de 
diámetro (Milipore, USA),  
El PMA (Forbol miristato acetato) y el DMSO (dimetil-sulfóxido) se obtuvieron de 
Sigma Aldrich (Chemical Company, St Louis MO, USA) y fueron reconstituidos en 
medio RPMI-1640 (GIBCOTM, USA) estéril, almacenados a -20ºC y 37ºC, 
respectivamente; hasta su empleo, tanto el PMA como el DMSO fueron utilizados 
como controles positivos inductores de la diferenciación celular en cada uno de los 
experimentos.  
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5.2 Líneas celulares  
 
La línea celular K562 fue establecida a partir de efusión pleural de un paciente con 
leucemia mielogénica crónica en crisis terminal blástica y la línea celular MOLT-3 
fue establecida a partir de un paciente con leucemia linfoblástica aguda de células 
T, las líneas celulares fueron obtenidas del ATCC (American Type Culture 
Collection, Manassas, VA. USA) y cultivadas en medio RPMI-1640 suplementado 
con suero fetal bovino (SFB) al 10%, inactivado a 56°C durante 30 minutos 
(GIBCO, Grand Island, N.Y. USA), conteniendo 3 mL de una solución de 
antibiótico-antimicótico (penicilina, estreptomicina y anfotericina B) (Sigma, 
Chemical Company, ST. Louis MO, USA), e incubadas en una atmósfera de 37°C, 
95% de aire y 5% CO2. 
 
5.3 Condiciones del cultivo celular y tratamientos 
Para determinar la actividad citotóxica y  diferenciación celular, 1x105 células  
K562 /mL fueron cultivadas en placas de 6 pozos, posteriormente los tratamientos 
con el IMMUNEPOTENT CRP (0.07, 0.14, 0.21, 0.28, 0.35, 0.5, 0.75 y 1 U/mL), 
PMA (10ng/mL) y DMSO (1.5% v:v) fueron añadidos e incubados durante 96 h en 
una atmósfera de 37 °C y 5% CO2. La línea celular MOLT-3 (leucemia linfoblástica 
aguda) fue utilizada como un control citotóxico de linaje de células T.  
 
5.4 Obtención, tratamiento y cultivo de macrófagos  
 
Ratones Balb/c de 6 semanas de edad fueron sacrificados por dislocación cervical, 
para la obtención de macrófagos peritoneales residentes, mediante lavados 
repetidos y recuperación del medio de cultivo RPMI-1640 estéril y frío dentro de la 
cavidad peritoneal del ratón, empleando una jeringa con aguja estéril.  
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Por otra parte, monocitos primarios humanos fueron aislados a partir de sangre 
periférica de donadores sanos, la sangre fue diluida con PBS 1:1 (v/v) luego, la 
sangre fue centrifugada en un gradiente de Ficoll-Paque durante 30 minutos a 
1200 rpm a temperatura ambiente, se colectó la interfase, la cual consiste de 
células mononucleares de sangre periférica, fue lavada en tres ocasiones con 
medio de cultivo. Las células fueron ajustadas a 2x106 células/mL, cultivadas 
durante 3 horas, para permitir la adherencia al plástico, después las células no 
adherentes fueron descartadas, y las células adherentes fueron obtenidas por 
tripsinización, y centrifugadas a 1200 rpm y ajustadas a 1x105 células/mL y 
tratadas con IMMUNEPOTENT CRP (0.5, 0.75 y 1 U/mL) e incubadas en una 
atmósfera de 37 °C y 5% CO2 durante 96 horas.  
5.5 Evaluación de la viabilidad celular sobre K562, MOLT-3, monocitos 
primarios humanos y macrófagos peritoneales murinos tratados con el 
IMMUNEPOTENT CRP 
 
Para evaluar la muerte celular, las células K562, MOLT-3, monocitos humanos y 
macrófagos peritoneales incubados durante 96 horas con los diferentes 
tratamientos del IMMUNEPOTENT CRP (0.07, 0.14, 0.21, 0.28, 0.35, 0.5, 0.75 y   
1 U/mL), PMA y DMSO fueron colectadas por centrifugación a 1200 rpm durante 
10 minutos, fueron lavadas con PBS y resuspendidas con 0.2 mL de PBS y 1 L 
de yoduro de propidio (50g/mL, BD Biosciences) fueron añadidos e incubadas 
por 5 minutos a temperatura ambiente (25°C) en oscuridad. Finalmente, 10,000 
eventos se analizaron mediante el citómetro de flujo BD Accuri C6 (BD 
Biosciences, San José California, USA), el porcentaje de células que logran 
incorporar el yoduro de propidio es proporcional al porcentaje de células muertas.  
 
 
5.6 Análisis de proliferación celular mediante azul de tripano 
 
Las células K562 previamente tratadas durante 96 horas con IMMUNEPOTENT 
CRP, PMA o DMSO fueron obtenidas, centrifugadas y resuspendidas con PBS, el 
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porcentaje de proliferación fue estimado por conteo celular mediante azul de 
tripano, el cual es un método de tinción por exclusión que permite diferenciar 
células viables de células muertas. Las células viables mantienen la membrana 
celular intacta por lo cual el azul de tripano no se incorpora; por el contrario, si 
atraviesa la membrana de las células muertas, observándose un distintivo color 
azul bajo el microscopio. Por otro lado, para evaluar la capacidad proliferativa de 
las células previamente tratadas con el IMMUNEPOTENT CRP, PMA o DMSO 
durante 96 horas de incubación, se cosecharon las células y se realizaron dos 
lavados con medio de cultivo, ajustando a una concentración celular de 1x105 
células/pozo e incubadas durante 10 días, terminado el tiempo de incubación se 
realizó un conteo celular mediante azul de tripano.  
 
 
5.7 Análisis del ciclo celular mediante citometría de flujo 
 
 
Para la determinación de los efectos del IMMUNEPOTENT CRP sobre el ciclo 
celular se empleo el kit comercial CycleTest TMPlus DNA Reagent Kit (Becton 
Dickinson, California, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante. 1x105 
células fueron previamente tratadas durante 96 horas con los tratamientos de 
IMMUNEPOTENT CRP, PMA o DMSO, posteriormente las células fueron lavadas 
con PBS y fijadas con 1 mL de Buffer solution (conteniendo citrato de sodio, 
sucrosa y dimetil sulfóxido ), luego las muestras se centrifugaron durante 5 
minutos a 300 x g a 25°C y el sobrenadante fue eliminado, posteriormente el pellet 
fue resuspendido en 1 mL de Buffer solution, se realizó nuevamente la 
centrifugación a las mismas condiciones anteriores, el sobrenadante fue 
decantado, y se agregaron 250 L/tubo de solución A (conteniendo buffer de 
tripsina en un detergente con tetracloruro de espermina),  incubando durante 10 
minutos y enseguida se añadieron 200 L/tubo de la solución B (Inhibidor de 
tripsina y ribonucleasa A), e incubando 10 minutos, y finalmente se añadieron 
sobre estas soluciones 200 L/tubo de la solución C (yoduro de propidio), las 
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muestras fueron mantenidas en oscuridad a 4°C. La adquisición de los datos fue 
realizada mediante el citómetro de flujo BD Accuri C6 (BD Biosciences, San José 
California, USA), 10000 eventos fueron analizados, utilizando el software ModFit 
LT versión 4.0 (Verity Software, Topsham, USA). 
 
5.8 Evaluación de las características morfológicas mediante la tinción por 
Romanowsky 
 
Para determinar los efectos de los tratamientos sobre el tamaño y características 
morfológicas de las células K562, las células tratadas con IMMUNEPOTENT CRP, 
PMA y DMSO fueron fijadas en portaobjetos con 1% de formaldehído durante 1 
minuto a temperatura ambiente (20-25°C), luego se sumergieron los portaobjetos 
en la solución de eosina incubando durante 3 minutos, finalmente los portaobjetos 
se transfieren a la solución de azul de metileno, incubando 30 segundos, lavando 
cada uno con agua desionizada, en repetidas ocasiones, para eliminar el exceso 
de colorante, esto se llevo a cabo mediante el uso del kit comercial de 
hemocolorante rápido (Hycel, México), finalmente fueron observados mediante 
microscopia invertida en objetivos de 40X (TE-ECLIPSE 300, Nikon, tokyo, Japan) 
y las imágenes fueron fotografiadas. 
 
5.9 Evaluación de la expresión de los marcadores de superficie CD14+, 
CD68+, CD163+ y CD42a+ 
 
Para evaluar si el tratamiento con el IMMUNEPOTENT CRP conduce a la 
diferenciación hacia el linaje monocito/macrófago, las células fueron cosechadas 
después de las 96 horas de incubación con los diferentes tratamientos, luego se 
lavaron con PBS, eliminando el sobrenadante y tras dos lavados por 
centrifugación a 1200 rpm durante 5 minutos con PBS, se agregaron 5 L de los 
diferentes anticuerpos (anti-CD14 PE (Invitrogen, México, D.F.), anti-CD68 FITC y 
anti-CD163 APC (BD Biosciences, San José California, USA)). La población 
celular CD14+ fue gateada para la evaluación de las población CD68+ y CD163+. 
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Por otra parte, para evaluar el linaje megacariocítico las células fueron incubadas 
con anti-CD42a PerCP (BD Biosciences, San José California, USA) en PBS con 
1% de SFB y 0.1% de azida de sodio durante 30 minutos a 25°C, después de la 
incubación las muestras fueron lavadas con PBS y 10,000 eventos fueron 
analizados mediante el citómetro de flujo marca BD Accuri C6 (BD Biosciences, 
San José California, USA).  
 
5.10 Evaluación de la actividad fagocítica mediante citometría de flujo  
Las células K562 tratadas con el IMMUNEPOTENT CRP, PMA o DMSO durante 
96 horas, fueron lavadas con PBS en tres ocasiones, finalmente fueron incubadas 
con Isotiocianato de fluoresceína-dextran (FITC-dextran, 0.1mg/mL; peso 
molecular 70 000; Sigma Aldrich, St. Louis, MO,USA ) a 37°C, como control 
negativo se añadió otro tubo conteniendo células K562 con FITC-dextran incubado 
a 4°C, temperatura a la cual se inhibe la fagocitosis y uno más en medio sin FITC-
Dextran (con H2O), incubados durante 1 hora, posteriormente para detener la 
fagocitosis, las células fueron lavadas dos veces con PBS 1X frío suplementado 
con 1% de suero fetal bovino para eliminar el exceso de FITC-Dextran que se 
encuentre en el medio o adherido inespecíficamente a la superficie de las células. 
La actividad fagocítica fue cuantificada mediante el porcentaje de células que 
lograron captar el FITC-dextran, mediante el análisis de 10,000 eventos a través 
de un citómetro de flujo marca BD Accuri C6 (BD Biosciences, San José 
California, USA). 
 
5.11 Determinación de la producción de óxido nítrico mediante ensayo 
colorimétrico 
 
Los sobrenadantes de la línea K562 tratadas con el IMMUNEPOTENT CRP, PMA 
o DMSO fueron utilizados para determinar la producción de ON mediante el 
empleo del kit comercial (Cayman Chemical Nitrate/nitrite assay kit) el cuál provee 
un método para la medición total de óxido nítrico (concentración nitrato/nitrito) 
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mediante dos pasos: primero la conversión de nitrato a nitrito utilizando nitrato 
reductasa y el segundo paso es la adición del reactivo de Griess, el cuál convierte 
nitrito en un compuesto púrpura, fueron añadidos 200 L de agua destilada como 
muestra blanco y como muestra problema se colocaron 40 L de los 
sobrenadantes y 40 L de buffer assay añadidos en las placas proporcionadas por 
el kit, posteriormente se agregaron 10 L de la enzima cofactor y 10 L de nitrato 
reductasa a cada pozo, esta reacción fue incubada a temperatura ambiente 
durante 1 hora, posterior a la incubación se agregaron 50 l del reactivo de Griess 
R1 e inmediatamente después 50 L del reactivo de Griess R2 a cada pozo. 
Finalmente la placa fue incubada a temperatura ambiente durante 10 minutos. Los 
nitritos se determinaron por la generación del cromóforo rosa fluorescente, el cual 
fue cuantificado a 540 nm empleando un lector de placa Bio-Tek Instruments, Inc. 
(Winooski, VT, modelo EL311 USA). 
 
5.12 Análisis de la producción de citocinas y quimiocinas mediante 
citometría de flujo 
 
La producción de citocinas fue analizada empleando el kit BD Cytometric Bead 
Array (CBA) Human Inflammatory Cytokines Kit (San Diego, USA). Para la 
evaluación los sobrenadantes celulares obtenidos después de las 96 horas de 
incubación con los diferentes tratamientos fueron almacenados a -20°C hasta el 
desarrollo del análisis siguiendo las instrucciones del fabricante.  Las citocinas 
evaluadas fueron IL-1, IL-6, IL-8 y TNF- y la evaluación de la producción de  las 
quimiocinas CXCL8/IL-8, CCL5/RANTES, CXCL9/MIG, CCL2/MCP-1 y CXCL10-
IP-10 fue evaluada mediante el kit Human Chemokine (BD Cytometric Bead Array 
(CBA) San Diego, USA) siguiendo el protocolo del fabricante, y el análisis fue 






5.13 Análisis Estadísticos  
 
Los experimentos se realizaron por triplicado y los resultados se analizaron por el 
análisis de varianza (ANOVA) y Dunnett para discernir si existe diferencia 
significativa entre tratamientos y controles, mediante el uso del programa 

































6.1 Efecto del IMMUNEPOTENT CRP sobre la viabilidad celular de K562, 
MOLT-3, monocitos primarios humanos y macrófagos peritoneales murinos 
 
La muerte celular en la línea K562 incrementó significativamente con las diferentes 
dosis del IMMUNEPOTENT CRP ((0.5 U/mL (33.0%), 0.75 U/mL (93.2%) y en 1 
U/mL (96.8%)), comparado con el control (1.5%) (Figura 12),  la línea celular   
MOLT-3 fue más sensible a el tratamiento con el IMMUNEPOTENT CRP 
causando muerte celular de manera dependiente de dosis ((0.21 U/mL (18.8%), 
0.28 U/mL (62.0%), 0.35 U/mL (67.1%), 0.5 U/mL (79.8%), 0.75 U/mL (87.5%) y 1 
U/mL (94.7%)) comparado con el control (2.4%) (Figura 13). Por el contrario la 
viabilidad celular relativa de monocitos primarios humanos y macrófagos 
peritoneales murinos tratados con el IMMUNEPOTENT CRP permanece en 75 y 
80%, respectivamente (Figura 14). El tratamiento con el PMA afecta la viabilidad 
celular en la línea K562 incrementando el porcentaje de células positivas a yoduro 
de propidio (29.1%) (Figura 12) sin embargo; en la línea celular MOLT-3 no fue 
afectada (5.2%) (Figura 13). El DMSO no afecto significativamente la viabilidad en 
las líneas K562 (1.6%) y MOLT-3 (1.6%) con respecto al control (Figura 12 y 13).  
Por otra parte, se observó que el IMMUNEPOTENT CRP a bajas dosis inducen 
diferenciación celular similar a los resultados obtenidos con el tratamiento con 
PMA (Figura 18 y 19), por lo que dosis de IMMUNEPOTENT CRP en un rango de 
0.07 U/mL a 0.35 U/mL fueron empleados en los siguientes experimentos para 









Figura 12. Efecto del IMMUNEPOTENT CRP sobre la viabilidad 
1x105 células/pozo fueron cultivadas 
IMMUNEPOTENT CRP, PMA  o
una atmósfera a 95% de aire y 5% CO
yoduro de propidio para la determinación del porcentaje de muerte celular mediante citometría de 
flujo. Los histogramas demuestran los resultados representativos de tres experimentos 
independientes. A) Control, B) 
U/mL, G) 0.5 U/mL, H) 0.75 U/mL, 
demuestra el promedio de tres experimentos independientes 
celular de la línea K562.    
en placas de 6 pozos, los tratamientos
 DMSO fueron añadidos, las placas fueron incubadas a 
2 durante 96 horas. Finalmente se realizó
0.07 U/mL, C) 0.14 U/mL, D) 0.21 U/mL, E) 0.28 U/mL, 
I) 1 U/mL, J) PMA 10ng/mL, K) DMSO 1.5% v:v. La gráfica 
(*p<0.05).  
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 con el 
37°C en 
 la prueba de 
F) 0.35 
  
Figura 13. Efecto del IMMUNEPOTENT CRP sobre la viabilidad 
1x105 células/pozo fueron cultivadas 
IMMUNEPOTENT CRP, PMA  o
una atmósfera a 95% de aire y 5% CO
yoduro de propidio para la determinación del porcentaje de muerte celular mediante citometría de 
flujo. Los histogramas demuestran los resultados representativos de tres experimentos 
independientes. A) Control, B) 
U/mL, G) 0.5 U/mL, H) 0.75 U/mL, 
demuestra el promedio de tres experimentos independientes 
celular de la línea MOLT
en placas de 6 pozos, los tratamientos
 DMSO fueron añadidos, las placas fueron incubadas a 
2 durante 96 horas. Finalmente se realizó
0.07 U/mL, C) 0.14 U/mL, D) 0.21 U/mL, E) 0.28 U/mL, 




 con el 
37°C en 
 la prueba de 
F) 0.35 
  
Figura 14. Efecto del IMMUNEPOTENT CRP sobre la viabilidad 
peritoneales murinos y monocitos primarios humanos. 
placas de 6 pozos, los tratamientos
añadidos, las placas fueron incubadas a 
96 horas. Finalmente se realizó
porcentaje de muerte celular mediante citometría de flujo. L
resultados representativos de tres experimentos independientes. Los incisos A 
resultados obtenidos a partir de macrófagos peritoneales murinos:  
0.75 U/mL, D) 1 U/mL, los incisos E 
primarios humanos: E) Control, F)
 
celular de macrófagos 
1x105 células/pozo fueron cultivadas 
 con el IMMUNEPOTENT CRP, PMA  o 
37°C en una atmósfera a 95% de aire y 5% CO
 la prueba de yoduro de propidio para la determinación del 
os histogramas demuestran los 
– D muestran los 
A) Control  B)
– H muestran los resultados obtenidos a partir de monocitos 













 0.5 U/mL, C) 
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6.2 Efecto del IMMUNEPOTENT CRP sobre el ciclo y proliferación celular en 
la línea K562 
 
Los tratamientos con el IMMUNEPOTENT CRP (0.07 – 0.35 U/mL) inducen 
alteraciones en la progresión del ciclo celular, un ligero incremento en la fase S fue 
observado en las siguientes dosis evaluadas: 0.14 U/mL (59.62%), 0.21 U/mL 
(64.45%), 0.28 U/mL (58.68%), 0.35 U/mL (58.64%), por el contrario; PMA y 
DMSO disminuyeron los porcentajes de células en fase S (16.09% y 45.77%), 
respectivamente, en comparación con el control (52.34%). Los tratamientos con el 
IMMUNEPOTENT CRP afectaron ligeramente los porcentajes de células en fase 
G2/M (0.14 U/mL (9.57%), 0.21 U/mL (8.19%), 0.28 U/mL (9.46%), 0.35 U/mL 
(8.27%)), en comparación con el control (3.24%) y el DMSO (4.81%), contrario a lo 
obtenido con el PMA (33.07%). Además, una disminución en la fase G0/G1 fue 
observada con los tratamientos con el IMMUNEPOTENT CRP (0.07 U/mL 
(37.61%), 0.14 U/mL (30.80%), 0.21 U/mL (27.36%), 0.28 U/mL (31.86%),        
0.35 U/mL (33.09%)) contrario a el PMA (50.84%) y DMSO (49.42%) comparado 
con el control (44.43%) (Figura 15). Los tratamientos con el IMMUNEPOTENT 
CRP durante 96 horas de incubación disminuyeron significativamente (p<0.05) la 
tasa de proliferación celular de manera dependiente de dosis (0.07 U/mL 
(1,550,000 céls/mL), 0.14 U/mL (1,125,000 céls/mL), 0.21 U/mL (775,000 
céls/mL), 0.28 U/mL (550,000 céls/mL), 0.35 U/mL (400,000 céls/mL)), resultados 
similares fueron obtenidos con los tratamientos con el  PMA y DMSO (75,000 
céls/mL y 1,000,000 céls/mL), respectivamente, en comparación con el control 











Figura 15. Efecto del IMMUNEPOTENT CRP 
células/pozo fueron cultivadas y los tratamientos con el IMMUNEPOTENT CRP, PMA  y DMSO 
fueron añadidos, las placas fueron 
durante 96 horas. La evaluación del ciclo celular fue realizado mediante el empleo del kit Cycle Cell 
Test TM Plus DNA Reagent Kit (Becton Biosciences, California, USA) siguiendo las instrucciones del 
fabricante. Los histogramas demues
C) 0.14 U/mL, D) 0.21 U/mL, E) 
el análisis fue realizado mediante el software Modfit LT versión 4.0 (Verity Software, Topsham, 
USA). La gráfica demuestra el promedio de experimentos independientes 
sobre el ciclo celular en la línea K562
incubadas a 37°C en una atmósfera a 95% de aire y 5% CO
tran los resultados representativos: A) Control, 







B) 0.07 U/mL, 
 1.5% v:v, 
 
 Por otro lado, las células K562 previamente 
CRP (0.07 – 0.35 U/mL), PMA o
1640, para eliminar remanentes de los tratamientos, luego 
ajustadas a una concentración celular de 1 x 10
10 días, como se mencionó anteriormente en la secció
encontrando que los tratamientos con IMMUNEPOTENT CRP disminuyen 
significativamente (p<0.05) el rango de proliferación de manera dependiente de 
dosis (0.07 U/mL (2,450,000 céls/mL), 0.14 U/mL (1,250,000 céls/mL), 0.21 U/mL 
(1,170,000 céls/mL), 0.28 U/mL (1,050,000 céls/mL), 0.35 U/mL (550,000 céls/mL) 
en comparación con el control (3.150,000 céls/mL), resultados similares fueron 




Figura 16. IMMUNEPOTENT CRP 
1x105 células/pozo fueron cultivadas 
DMSO fueron añadidos, las placas fueron 
CO2 durante 96 horas. Posteriormente, las células fueron colectadas y resuspendidas en PBS y 
finalmente el porcentaje de proliferación celular fue estimado por conteo celular de cada grupo 
mediante la tinción de exclusión por azul de tripano. 
 
 
tratadas con el IMMUNEPOTENT 
 DMSO, se lavaron en dos ocasiones con RPMI 
fueron cosechadas y 
5células/ pozo e incubadas durante 
n de materiales y métodos
y DMSO (2,600,000 céls/mL) 
disminuye la proliferación celular de la línea celular K562. 
y los tratamientos con el IMMUNEPOTENT CRP, PMA o











Figura 17. IMMUNEPOTENT CRP 
diferenciación celular en la línea K562. 
con el IMMUNEPOTENT CRP, PMA o
en una atmósfera a 95% de aire y 5% CO
fueron colectadas, centrifugadas, lavadas con medio de cultivo  y ajustadas a 1x10
incubadas durante 10 días y finalmente la proliferación celular fue evaluada mediante azul de 
tripano. El esquema de tiempo de los tratamientos presentado en la parte superior. 
disminuye la proliferación después de inducir
1x105 células/pozo fueron cultivadas y los tratamiento
 DMSO fueron añadidos, las placas fueron incubadas a 













5 céls/pozo e 
 6.3 IMMUNEPOTENT CRP induce diferenciación celular hacia 
monocítico/macrófago y megacariocítico en la línea celular K562
Los tratamientos con IMMUNEPOTENT CRP (0.07 
indujeron cambios morfológicos característicos de una diferenciación 
monocítica/macrófago de manera dependie
tinción de Romanowsky, las células desarrollaron pseudópodos, incrementaron su 
tamaño celular así como la adherencia a las placas de cultivo, estos cambios 
fueron similares a los efectos obtenidos con el PMA, comparado con
control las cuales permanecieron con la habitual morfología blastoide de la línea 
celular (Figura 18).   
 
Figura 18. IMMUNEPOTENT CRP induce diferenciación monocítica/macrófago en la línea 
celular K562. 1x105 células/pozo fueron cultivadas 
CRP, PMA o DMSO fueron añadidos, las placas fueron 
de aire y 5% CO2 durante 96 
fijadas con 1% de paraformaldehído en portaobjetos, luego estos fueron teñidos con la tinción 
Romanowsky y los cambios morfológicos fueron visualizados mediante microscopia (magnificación 
40x) y las imágenes fueron fotografiadas. 





– 0.35 U/mL) durante 96 horas, 
nte de dosis evaluado mediante la 
y los tratamientos con el IMMUNEPOTENT 
incubadas a 37°C en una atmósfera a 95% 
horas, finalizando la incubación, las células fueron colectadas y 
A) Control, B) 0.07 U/mL, C) 0.14 U/mL, 




 las células 
D) 0.21 U/mL, 
 Para confirmar la diferenciación monocítica/macrófago inducida por el 
IMMUNEPOTENT CRP y controles pos
CD14+, determinando un incremento en
(0.07 U/mL (14.9%), 0.14 U/mL (24.4%), 0.21 U/mL (31.0%), 0.28 U/mL (35.2%), y 
0.35 U/mL (39.7%)) resultados 
comparado con el control que mostró
(Figura 19).   
 
 
Figura 19. IMMUNEPOTENT CRP induce diferenciación monocítica/macrófago en la línea 
celular K562 evaluado por la expresión del marcador de super
fueron cultivadas y los tratamientos con el IMMUNEPOTENT CRP, PMA y DMSO fueron añadidos, 
las placas fueron incubadas a 37°C en una atmósfera a 95% de aire y 5% CO
luego las células fueron colectadas, lavadas con PBS e incubadas con anti
PBS suplementado con 1% de SFB y 0.1% de azida de sodio durante 30 minutos, finalmente 
10000 eventos fueron analizados mediante citometría de flujo. 
resultado sobtenidos: A) Control, 




itivos, se evaluó  el marcador de superficie 
 la expresión dependiente de dosis 
similares se obtuvieron con el PMA (29.6%) 
 una expresión del 6.1% y el DMSO (3.3%) 
ficie CD14+.  1x10
2 durante 96
-CD14 PE Texas red en 
Los histogramas demuestran los 
B) 0.07 U/mL, C) 0.14 U/mL, D) 0.21 U/mL, E) 0.28 U/mL, 
v:v.  
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La población celular CD14+ fue seleccionada para establecer la población 
correspondiente a monocitos/macrófagos, en esta región se analizaron los 
marcadores CD68+ y CD163+ para determinar el porcentaje de macrófagos 
polarizados hacia el fenotipo M1 y M2, respectivamente.  Los tratamientos con el 
IMMUNEPOTENT CRP incrementaron significativamente de manera dependiente 
de dosis la expresión del marcador CD163+ indicativo de una polarización hacia 
macrófagos M2 (0.07 U/mL (33.0%), 0.14 U/mL (47.6%), 0.21 U/mL (50.5%), 0.28 
U/mL (51.7%), 0.35 U/mL (49.5%), el tratamiento con el PMA incrementó el 
marcador CD163+ (26.6%), sin embargo este porcentaje fue menor comparado 
con el IMMUNEPOTENT CRP, el DMSO no mostró diferencia en comparación con 
el  control (8.7% y 12.0%, respectivamente). No se observó diferencia significativa 
en los porcentajes de expresión del marcador CD68+ en los tratamientos con el 
IMMUNEPOTENT CRP (0.07 U/mL (1.8%), 0.14 U/mL (1.7%), 0.21 U/mL (1.1%), 
0.28 U/mL (1.5%) y 0.35 U/mL (2.7%)), el tratamiento con el PMA incrementó 
ligeramente la expresión del marcador (5.6%) contrario a lo obtenido con el DMSO 
(0.4%) siendo similar con el control (0.4%). La población celular doble positiva 
para CD68+/CD163+ incrementa ligeramente la expresión con los tratamientos con 
el IMMUNEPOTENT CRP (0.07 U/mL (4.2%), 0.14 U/mL (7.1%), 0.21 U/mL 
(4.8%), 0.28 U/mL (4.1%), 0.35 U/mL (5.3%), por el contrario el PMA incrementó 
significativamente (27.5%), el DMSO no afectó el porcentaje de los marcadores 
comparado con el control (0.1% y 0.3%), respectivamente (Figura 20).  
 
Una de las características fundamentales de los macrófagos es el incremento en 
su capacidad fagocítica en comparación a sus progenitores celulares, encontrando 
que los tratamientos con el IMMUNEPOTENT CRP incrementan significativamente 
de manera dosis dependiente la capacidad de fagocitar el reactivo FITC-dextran: 
(0.07 U/mL (13.7%), 0.14 U/mL (17.7%), 0.21 (21.3%), 0.28 U/mL (31.4%), 0.35 
U/mL (38.3%), resultados similares fueron obtenidos con el PMA (32.7%) 
comparado con el control (5.3%), el tratamiento con el DMSO no afectó 
significativamente la actividad fagocítica (7.9%) (Figura 21). Finalmente, la 
diferenciación megacariocítica fue evaluada mediante la expresión del marcador 
 CD42a+, encontrando que el PMA posee potencial de diferenciación, 
incrementando la expresión en un 24.8% y el IMMUNEPOTENT CRP induce un 
ligero incremento de manera dependiente de dosis en los ni
(0.07 U/mL (4.8%), 0.14 U/mL (7.6%), 0.21 U/mL (8.9%), 0.28 U/mL (13.1%) y 
0.35 U/mL (13.9%)). El tratamiento con DMSO no afectó
marcador (0.2%) en comparación con el control (0.9%) (Figura 22). Los resultados 
anteriormente descritos demuestran que el IMMUNEPOTENT CRP posee el 
potencial para inducir diferenciación monocítica/macrófago hacia un fenotipo M2 y 
una débil capacidad para inducir diferenciación megacariocítica. 
 
Figura 20. IMMUNEPOTENT CRP induce 
mediante la expresión del marcador CD163
cultivadas y los tratamientos con el IMMUNEPOTENT CRP, PMA o
placas fueron incubadas a 37°C en
las células fueron colectadas, lavadas con PBS e incubadas con anti
CD68 FITC y anti-CD163 APC en PBS suplementado con 1% de SFB y 0.1% de azida de sodio 
durante 30 minutos, finalmente 10
histogramas demuestran los resultados representativos: 
D) 0.21 U/mL, E) 0.28 U/mL, F) 0.35 U/mL, 
veles de expresión 
 los porcentajes del 
 
polarización hacia macrófagos M2 evaluado 
+ en la línea celular K562. 1x105 células/pozo fueron 
 DMSO fueron añadidos, las 
 una atmósfera a 95% de aire y 5% CO2 durante 96
-CD14 PE Texas red, anti
,000 eventos fueron analizados mediante citometría de flujo. 
A) Control, B) 0.07 U/mL, 
G) PMA 10mg/mL, H) DMSO 1.5% v:v.  
55
 horas, luego 
-
Los 
C) 0.14 U/mL, 
  
 
Figura 21. IMMUNEPOTENT CRP 
1x105 células/pozo fueron cultivadas 
DMSO fueron añadidos, las placas fueron 
CO2 durante 96 horas, luego las células fueron colectadas, lavadas con PBS y el FITC
agregado e incubado durante 1 h a 37
histogramas muestran los resultados representativ
histogramas demuestran los resultados representativos: 







incrementa la actividad fagocítica en la línea celular K562. 
y los tratamientos con el IMMUNEPOTENT CRP, PMA o
incubadas a 37°C en una atmósfera a 95%
°C como se describió previamente en material y métodos, los 
os de tres experimentos independientes. 
A) Control, B) 0.07 U/mL, 
G) PMA 10mg/mL, H) DMSO 1.5% v:v 
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Figura 22. IMMUNEPOTENT CRP induce diferenciación 
K562 evaluado por la expresión del marcador de superficie CD42a
cultivadas y los tratamientos con el IMMUNEPOTENT CRP, PMA o
placas fueron incubadas a 37°C en una atmósfera a 95% de aire y 5% CO
las células fueron colectadas, lavadas con PBS e incubadas con anti
suplementado con 1% de SFB y 0.1% de azida de sodio durante 30 minutos, 
eventos fueron analizados mediante citometría de flujo. 
representativos: A) Control, B) 
U/mL, G) PMA 10mg/mL, H) DMSO 1.5% 
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 6.4 Determinación de la resistencia celular en la línea K562
Para determinar si las células diferenciadas permanecían sensibles a el 
tratamiento con IMMUNEPOTENT CRP, una vez finalizadas las 96 horas de 
incubación con el IMMUNEPOTENT CRP a dosis de 0.
cosechadas y ajustadas a 1x10
IMMUNEPOTENT CRP a dosis de 1 U/mL, causando un porcentaje de muerte 
celular del 84.4% (Figura 23), comparado a los resultados anteriormente 
mencionados donde el IMMUNEPOTENT CRP a 1 U/mL en las células K562 
incrementa el porcentaje de muerte celular en un 96.8% (Figura 12), por el 
contrario en macrófagos peritoneales murinos y monocitos primarios humanos 
indujo el 17.4% y 27.9% de muerte celular, permaneciendo alrededor de un 70% 
de células viables (Figura 14). 
 
Figura 23. Efecto de la dosis citotóxica del IMMUNEPOTENT CRP (1U/mL) sobre la línea 
celular K562 tratada previamente a dosis de diferenciación del IMMUNEPOTENT CRP (0.35 
U/mL). 1x105 células/pozo fueron cultivadas 
37°C en una atmósfera a 95% de aire y 5% CO
células fueron colectadas, centrifugadas, lavadas con medio de cultivo  y ajustadas a 1x10
céls/pozo, luego 1U/mL de ICRP fue añadido e incubado nuevamente durante 96 horas. 
Finalmente, la muerte celular fue detectada por la tinción con yoduro de propidio y el porcentaje de 
intercalación sobre el DNA fue determinado por citometría de flujo. 
los resultados representativos: A)
 
35 U/mL, las células fueron 
5 céls/mL, añadiendo el tratamiento con 
 
y el tratamiento con ICRP (0.35 U/mL) 
2 durante 96 horas, después de la incubación, las 
Los histogramas demuestran 





 6.5 IMMUNEPOTENT CRP disminuye la producción de óxido nítrico y altera 
la producción de los niveles de citocinas y quimiocinas en la línea celular 
K562 
Los resultados obtenidos demuestran que los tratamientos con el 
IMMUNEPOTENT CRP significativamen
nítrico de manera dependiente de dosis en las células K562 después de 96 horas 
de incubación (0.07 U/mL (57.12 mM), 0.14 U/mL (50.72 mM), 0.
mM), 0.28 U/mL (30.72 mM), 0.35 U/mL (13.12 mM)) comparado con el control 
(60.64 mM) y el tratamiento con el PMA (51.68 mM). El tratamiento con el DMSO 
disminuyó significativamente la producción de óxido nítrico (17.28 mM) similar a 
los efectos obtenidos a 0.35 U/mL de IMMUNEPOTENT CRP (Figura 24). 
 
Figura 24. IMMUNEPOTENT CRP 
celular K562. 1x105 células/pozo fueron cultivadas 
CRP, PMA o DMSO fueron añadidos y las placas fueron 
95% de aire y 5% CO2 durante 96
y procesados siguiendo las instrucciones del fabricante (Nitrate




te disminuyen la producción de ó
21 U/mL (44.32 
disminuye la producción del óxido nítrico (ON) en la línea 
y los tratamientos con el IMMUNEPOTENT 
incubadas a 37°C en una atmósfera a 





ric assay kit, 
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Además, las citocinas (IL-1, IL-6, IL-8, TNF-) y la producción de quimiocinas 
(CCL2/MCP-1, CCL5/RANTES y CXCL8/IL-8) fueron evaluadas en la línea celular 
K562 tratadas con IMMUNEPOTENT CRP, PMA y DMSO durante 96 horas.  Las 
células control producen IL-6, IL-8 y TNF- pero no IL-1 (Tabla 3). Los 
tratamientos con el IMMUNEPOTENT CRP (0.07 – 0.28 U/mL) incrementaron la 
producción de IL-6 (0.07 U/mL (307.83 pg/mL), 0.14 U/mL (342.26 pg/mL), 0.21 
U/mL (293.94 pg/mL), 0.28 U/mL (213.17 pg/mL), por el contrario a 0.35 U/mL 
disminuyó ligeramente la producción de esta citocina (115.18 pg/mL), el DMSO 
disminuyó significativamente la producción (4.29 pg/mL) comparado con el control 
(126.03 pg/mL). La producción de la IL-8 incremento en los tratamientos con el 
IMMUNEPOTENT CRP ( 0.07 U/mL (56.22 pg/mL), 0.14 U/mL (54.4 pg/mL), 0.21 
U/mL (23.22 pg/mL), 0.28 U/mL (27.06 pg/mL), 0.35 U/mL (34.95 pg/mL), 
comparado con el control (18.84 pg/mL) y el DMSO (2.96 pg/mL). El 
IMMUNEPOTENT CRP incremento la producción de TNF- a dosis de 0.07 U/mL 
(1,384.69 pg/mL), 0.14 U/mL (1,882.90 pg/mL) y 0.21 U/mL (950.22 pg/mL), sin 
embargo a dosis de 0.28 U/mL y 0.35 U/mL disminuyó la producción (431.83 
pg/mL y 310.54 pg/mL, respectivamente), el DMSO disminuyó significativamente 
la producción de TNF- (37.96 pg/mL) comparado con el control (830.47 pg/mL). 
Los tratamientos con el PMA incrementan la producción de las citocinas evaluadas 
IL-1 (7.17 pg/mL), IL-6 (991.06 pg/mL), IL-8 (17,915.32 pg/mL) y TNF- 












Tabla 3. IMMUNEPOTENT CRP 
K562. 1x105 células/pozo fueron cultivadas 
o DMSO fueron añadidos y las placas fueron 
5% CO2 durante 96 horas, finalmente los sobrenadantes celulares fueron colectados y
siguiendo las instrucciones del fabricante (BD Cytometric Bead Array (CBA) Human Inflammatory 












afecta la producción de IL-6, IL-8 y TNF- en la línea celular 
y los tratamientos con el IMMUNEPOTENT CRP, PMA 





En la línea celular se detectaron niveles de producción de todas las quimiocinas 
evaluadas CCL2/MCP-1, CCL5/RANTES y CXCL8/IL-8 (25.07 pg/mL, 0.7 pg/mL y 
17.84 pg/mL), respectivamente (Tabla 4). Los tratamientos con el 
IMMUNEPOTENT CRP incrementaron la producción de la quimiocina  
CCL2/MCP-1 (0.07 U/mL (70.42 pg/mL), 0.14 U/mL (66.07 pg/mL), 0.21 U/mL 
(74.02 pg/mL), 0.28 U/mL (115.81 pg/mL) y 0.35 U/mL (164.15 pg/mL), por el 
contrario el DMSO disminuyó la producción (10.22 pg/mL) en comparación con el 
control. Los niveles de producción de la quimiocina CXCL8/IL-8 incrementaron con 
el tratamiento con  IMMUNEPOTENT CRP a dosis de 0.07 U/mL y 0.14 U/mL 
(47.35 pg/mL y 46.29 pg/mL, respectivamente), a dosis de 0.21 – 0.35 U/mL 
permanecen valores similares al control (0.21 U/mL (19.44 pg/mL), 0.28 U/mL 
(20.05 pg/mL) y 0.35 U/mL (28.23 pg/mL)), el DMSO disminuye los niveles de 
producción (2.58 pg/mL). La producción de CCL5/RANTES no fue afectada 
significativamente con los tratamientos con el IMMUNEPOTENT CRP y DMSO 
(0.07 U/mL (4.17 pg/mL), 0.14 U/mL (2.76 pg/mL), 0.21 U/mL (0.7 pg/mL), 0.28 
U/mL (0.0 pg/mL), 0.35 U/mL (0.31 pg/mL), DMSO (0.0 pg/mL). Los tratamientos 
con el PMA incrementan la producción de las quimiocinas evaluadas CCL2/MCP-
1 (9,994.53 pg/mL) CCL5/RANTES (143.78 pg/mL) y CXCL8/IL-8 (12,105.23 





Tabla 4. IMMUNEPOTENT CRP 
K562. 1x105 células/pozo fueron cultivadas 
o DMSO fueron añadidos y las placas fueron 
5% CO2 durante 96 horas, finalmente los sobrenadantes celulares fueron colectados y procesados 
siguiendo las instrucciones del fabricante (Human Chemokine (BD Cytometric Bead Array (CBA) 
San Diego, USA).  
 
afecta la producción de las quimiocinas en la línea celular 
y los tratamientos con el IMMUNEPOTENT CRP, PMA 














La terapia de diferenciación, es una nueva estrategia terapéutica la cual consiste 
en forzar a las células leucémicas a someterse a la diferenciación celular terminal 
inhibiendo la proliferación celular teniendo la ventaja de disminuir los efectos 
adversos de los quimioterapéuticos, ganando gran interés en el tratamiento contra 
la leucemia (Spira y Carducci, 2003). El descubrimiento de nuevos compuestos 
con capacidad de inducir diferenciación celular en la leucemia mielógena crónica 
es requerida debido a que pesar de que el tratamiento con ATRA induce remisión 
de la enfermedad, no todos los tipos de leucemias son sensibles a este 
tratamiento y además  la administración a largo plazo conduce al desarrollo de 
hipercalcemia (Aoki et al., 2004). Estudios realizados previamente demuestran que 
el IMMUNEPOTENT CRP induce muerte celular en un panel de líneas celulares 
de cáncer de diferente origen como cáncer de mama (MCF-7, BT-474, MDA-MB-
453), cáncer de pulmón (A-427, Calu-1), linfoma histiocítico (U-937), melanoma 
(B16F10) y linfoma murino (L5178Y) (Franco-Molina et al., 2006); en esta 
investigación se determinó que el IMMUNEPOTENT CRP induce muerte celular 
en las líneas de leucemia K562 y MOLT-3, sin afectar la viabilidad celular de los 
monocitos humanos y macrófagos peritoneales murinos, además a bajas dosis el 
IMMUNEPOTENT CRP demostró actividad de diferenciación sobre la línea celular 
K562.  Estudios similares fueron encontrados cuando las células K562 tratadas 
con los extractos de  Chemlali olive (Samet et al., 2014), Huangqi (Hex) (Cheng et 
al., 2004) y Achillea fragrantissia inducen cambios morfológicos similares a los 
inducidos por los tratamientos con TPA y PMA, indicativos de diferenciación 
celular a bajas concentraciones del extracto sin afectar la viabilidad celular, sin 
embargo a altas concentraciones induce muerte celular por apoptosis (Alenad et 
al., 2013).  
El arresto de la progresión del ciclo celular es un pre-requisito para la 
diferenciación celular, aunque el arresto en la fase G1 ha sido el centro de la 
atención en el estudio de la diferenciación, algunos reportes se refieren a la 
implicación de la fase S y G2, tal es el caso del tratamiento con apigenina la cual 
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bloquea la progresión del ciclo celular en la fase G2/M en la línea K562 induciendo 
una diferenciación eritroide (Isoda et al., 2014), en esta investigación se determinó 
que el IMMUNEPOTENT CRP causó un ligero incremento en la fase S y G2/M, sin 
embargo disminuyó significativamente la tasa de proliferación celular de la línea 
K562 además; cuando las células K562 previamente tratadas con el     
IMMUNEPOTENT CRP a dosis de diferenciación durante 96 horas y 
posteriormente incubadas durante 10 días libres de tratamientos, el porcentaje de 
proliferación celular fue menor que las células control, sugiriendo que las células 
K562 experimentaron un proceso de diferenciación celular. 
 
El IMMUNEPOTENT CRP induce diferenciación celular hacia el linaje 
monocítico/macrófago; determinado por los cambios morfológicos e incremento de 
la expresión del marcador CD14+. El IMMUNEPOTENT CRP induce una 
diferenciación hacia macrófagos con polarización hacia el fenotipo activado 
alternativamente o M2, incrementando la expresión del marcador CD163+ que es 
una glicoproteína de superficie celular de la familia de receptores scavenger ricos 
en cisteína, expresado en monocitos y macrófagos. El fenotipo activado 
alternativamente juega un papel importante en la protección del huésped 
previniendo la inflamación excesiva y promueve la reparación tisular  (Barilli et al., 
2011, Takahashi et al., 2014).  
 
Se determinó que las células diferenciadas con el IMMUNEPOTENT CRP 
incrementaron su actividad fagocítica similar a las células tratadas con el PMA 
(Sutherland et al., 1986, Cheng et al., 2004, Spano et al., 2013, Samet et al., 
2014).  
 
El mecanismo de acción del IMMUNEPOTENT CRP reduce la producción de 
oxido nítrico (ON) relacionado a una propiedad antioxidante, debido a que algunos 
compuestos antioxidantes como las procianidinas que provienen de semillas de 
uva (GSPs) inducen diferenciación e inhibición de la proliferación en líneas de 
leucemia incluida K562 (Wang et al, 2012) indicando que las pro-antocianidinas 
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inducen diferenciación monocítica en las células K562, disminuyendo la formación 
de ROS debido a su efecto antioxidante y arrestando el ciclo celular en la fase G1. 
Por otro lado, los megacariocitos cumplen la función esencial de la producción de 
plaquetas, la diferenciación megacariocítica de las células K562 inducida por el 
PMA puede imitar el proceso fisiológico que tiene lugar en la médula ósea en 
respuesta a una variedad de estímulos (Huo et al., 2006). Los resultados 
obtenidos indican que el IMMUNEPOTENT CRP induce diferenciación 
megacariocítica incrementando la expresión de CD42a+ similares resultados 
fueron obtenidos en este trabajo con el tratamiento con el PMA, observándose 
cambios en la morfología e incremento en la adherencia de las células, resultados 
similares fueron obtenidos por Bütler (1990), por lo que el PMA es considerado un 
inductor de la diferenciación megacariocítica en la línea K562 (Huang et al., 2014).  
Un aumento en la producción de citocinas y quimiocinas fue detectada en los 
tratamientos con IMMUNEPOTENT CRP y PMA lo que sugiere que la producción 
de estas proteínas se asocian al proceso de diferenciación celular, por el contrario 
el DMSO disminuyó la producción, similares resultados fueron obtenidos por 
Samet et al., 2014; cuando células K562 tratadas con extractos de hoja de Olea 
europaea incrementaron la expresión de los genes de quimiocina CXCL8           
(IL-8) (Samet et al., 2014). 
 
El hallazgo encontrado acerca de que el IMMUNEPOTENT CRP a la dosis de           
1 U/mL disminuye la viabilidad de las células K562 previamente diferenciadas sin 
afectar la viabilidad de macrófagos peritoneales murinos y monocitos primarios 
humanos, podría sugerir la selectividad de acción a través de receptores, en 
donde las células K562 a pesar de ser diferenciadas mediante el tratamiento con 
IMMUNEPOTENT CRP probablemente continúan sobre-expresando receptores 
que son sensibles a dicho tratamiento, induciendo una señalización de muerte 
celular, contrario a los monocitos y macrófagos los cuales no fueron afectados, a 
su vez este resultado evidencia que las células tratadas fueron sensibles al 
IMMUNEPOTENT CRP. Por otro lado; si el potencial de malignidad permanece en 
las células K562 diferenciadas no fue evaluado en este estudio, ya que para 
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discernir este objetivo se requiere la inoculación de las células diferenciadas con 
los tratamientos en ratones inmunodeficientes, evaluando el crecimiento tumoral, 

































Los resultados obtenidos en esta investigación, indican que el IMMUNEPOTENT 
CRP es capaz de inducir diferenciación hacia los linajes monocítico/macrófago y 
megacariocítico así como muerte celular sobre la línea mielógena crónica humana 
K562, sugiriendo que el IMMUNEPOTENT CRP podría ser un candidato efectivo 
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